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<V^v^^ * — dosed oligonucle- 

Methods for chemically and/or biolorica^oDteimnS ^TnSSL t Pbannacolojpcally as sense or antisense molecules, 
tides as sense or antisense agents ^« SJS^?tS^ m ° ^ ***P°*c use of the oligonucleo- 

undergo nucleate degradS'TaS ^ ^sense oligonucleotides 

are molecules with no free ends and are therefore m^^^^T.T , dosed «*«°» ohguucleotides of the invention 
antisense factors and last loi»ger^"e^^nZl^^i£, "TST" 2^ ^ dosed <**»etooifcbi can act as 
which are circular or have a SEta mSS^cS e^^^^des. Furthermore, closed antisense oligonucleotides 
be taken into account For SSI ^S^Z^^Z^ Md ""T™ oftai ^« -"^senger RNAs to 

which are not adjacent to the tatget RNA More^r S£lS be ^rMnaanH ■»» with several regions 

internet specially with pwS^^^^Tt^ S^^ aaordia 8 to 8 'W'-type strategy to 
the closed and, in particular, circular ^SSS^^^ST^ u ? sequences or structures. Generally speaking, 
able an oligonucleotide l-iSSSKtt 

quence but is linear. .<=.u»uuicc 10 exonucieases compared with an ohgnucleotide which has the same se- 
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(57) Abrege L'objet dc I'mvention est une nouvelle structure d'oligonucleotides antisens ou sens, les oligonucleotides fer- 
mes. L'invention concerae ^utilisation des oligonucleotides fermes - pouvant etre avantageusement par exempie des oligonucleo- 
tides drcuiaires - s des fins pharmacologiques, comme molecules antisens ou sens. Llnvention concerns egalement les methodes 
d'obtention de tdles molecules par des voies cnhniques et/ou biologiques. L'lrtSisation therapeutique des oligonucleotides 
comme agents antisens ou sens souleve plusieurs problemes, dont principal emcnt celui de la stabflhe de ces molecules. Les oligo- 
nucleotides antisens sont sujet a degradation nudeolydque, et sont principalement sensibles aux exonudease. Les antisens fermes 
qui font Tobjet de Is presente invention sont des molecules qui ne presentent pas d'extremites iibres et qui presentent done une 
resistance accrue aux attaques exonucleasiooes. Les oligonucleotides fermes peuvent done agir comme facteurs antisens avec une 
plus grande perennite que les oligonucleotides lineaires correspondants. De plus, des oligonucleotides antisens fermes • drcu- 
iaires ou de structure secondaire complexe - permettent de prendre en compte les structures secondaires et tertiaires des ARK 
messagen doles. Par exempie; de tels antisens peuvent etre multtf onctionnels, et interagir avec plusieurs regions non contignfis de 
I'ARN able. De plus, des oligonudeotides fermes peuvent etre utilises sdon une strategic de type "sens" pour interagir de facon 
spectfique avec des facteurs proteiques presentant une affmite pour certaines sequences et structures de I'ARN ou de I'ADN. De 
facon generale, les oligonudeotides fermes, en parti culier drcuiaires, faisant I'objet de I'invention decrite id pourront etre utilises 
dans tous les cas ou il sera avantageux de disposer d'un oligonucleotide presentant une resistance accrue aux exonudeases par 
rapport a un oligonucleotide de meme sequence mais iineaire. 
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0 

Oligonucleotides teb&s, antisens et sens, et xeors applications. 

La presente invention concerne des composes du type 
oligonucleotide ainsi que leurs applications. 

5 

Les oligonucleotides antisens sont de courtes molecules 
synthetique d'ADN -ou d'ARN- de sequence compiementaire k 
une sequence cible appartenant k un gfene ou k un ARN 
messager dont on desire bloquer sp6cifiquement 1' expression. 
10 Les oligonucleotides antisens peuvent §tre diri gfes contre 
une sequence d'ARN messager, ou bien contre une sequence 
d'ADN. Les oligonucleotides antisens hybrident k la sequence 
dont ils sont compiementaires et peuvent ainsi b.oquer 
1' expression de 1'ARN messager portant cette sequence. 
15 Le terme ^oligonucleotide" est utilise de fapon generale 
pour designer un polynucleotide en s6rie ribo- ou 
desoxyribo-. Lorsqu'il sera question qu'une propriete 
particuliere liee k l'utilisation d'une serie desoxyribo- ou 
.d'une serie ribo-, on utilisera la denomination complete 
20 oligodesoxyribonucieotide ou oligoribonucieotide . Un 
oligonucleotide peut §tre monocatenaire, c'est-i-dire ne 
comporter qu'un alignement de nucleotides, non apparies a ur. 
autre chaine, ou bien §tre bicatfenaire, c'est k dire 
comporter des nucleotides apparies k une autre chalne 
25 polynucl6otidique Deux' oligonucleotides compiementaires 
forment une structure bicat6naire. Un oligonucleotide 
monocatenaire peut cependant presenter des regions 
bicatenaires par appariements intra-catenaire entre 
sequences compiementaires portees sur le meme brin. 
30 Le terme hybridation utilise ici signifie la formation de 
liaisons hydrogenes entre des paires de bases 
compiementaires, la guanine et la cytosine forraant trois 
liens hydrogenes, et 1' adenine et la thymine en formanr 
deux. 

35 

Les oligonucleotides antisens sont synthetises par voie * 
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0 chimigue et comportent fr6quemment des modifications 
alterant le squelette mSme de la molecule ou portent des 
groupement r6actifs additionnels, localises k leurs 
extr6mites. Ces modifications introduites dans les 
oligonucleotides antisens ont pour buts soit d r augmenter la 
5 resistance de ces molecules k la degradation nucl6olytigue, 
soit de favoriser leurs interactions avec leurs cibles, soit 
de permettre des reactions de degradation/modification 
specif iques des cibles, ARN ou ADN, soit d'accroltre leur 
penetration intra-cellulaire. 
10 Les oligonucleotides antisens sont sensibles aux 
degradations nucieasigues, et principal ement k l r action des 
exonucieases . Les nucleases se trouvent dans tous les 
compartiments -cellulaires et extra-cellulaireb, en 
particulier dans le serum- et provoquent une degradation 
15 rapide de ces molecules. Une utilisation pharmacologigue de 
molecules antisens implique la resolution de ces problfemes 
de degradation afin d'arriver k une pharmacocinetique 
satisfaisante et done k une p6rennisation suffisante des 
effets de ces molecules. De nombreuses modifications 
20 cbimiques permettent aux oligonucleotides antisens de 
devenir r6sistants aux nucleases. Certaines modifications 
affectent directement la structure ou la nature de la- 
liaison phosphodiester (m6thylphosphonates, 
phosphorothioates, oligonucleotides alpha, phosphoramidates 
25 pour citer quelgues exemples) , d' autre consistent en 
1' addition de groupement s de blocage aux extremites 3' et 5' 
des molecules (Perbost et al., 1989; Bertrand et al. r 1989; 
Bazile et al., 1989/ Andrus et al., 1989; Cazenave et al., 
1989; Zon, 1988; Maher and Dolnick, 1988; Gagnor et al,, 
30 1987; Markus-Sekura, 1987) . 

Pour accroitre l'efficacit* des interactions entre un 
oligonucleotide et sa cible, on peut ajouter k une extremite 
de 1' oligonucleotide antisens un groupement intercalant 
(acridines par exemple) . Enfin, on peut ajouter aux 
35 oligonucleotides antisens des groupements reactifs {agents 
alkylants, psoralfenes, Fe-EDTA par exemple) capables de 
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0 provoguer des coupures ou des alterations chimigues 
definitives au niveau de la cible (Sun et al, 1989; Helene, 
1989; Durand et al., 1989; Sun et al., 1988; Helene and 
Thuong, 1988; Verspieren et al., 1987; Sun et al., 1987; 
Cazenave et al. f 1988, 1987; Le Doan et al., 1987; Toulme et 
5 al., 1986; Vlassov et al., 1986). 
Le dernier type de modification classigue des 
oligonucleotides antisens consiste en 1' addition de 
groupements modifiant la charge et/ou l'hydrophilie des 
molecules afin de faciliter leur passage trans-membranaire 
10 (Kabanov et al., 1990; Degols et al. 1989; Stevenson et al., 
1989; Leonetti et al., 1988). 

Toutes ces modifications peuvent evidemment §tre combinees 
entre elles. 

15 Toutes les regions d'un ARN messager ne sont pas sensibles 
de la m§me fapon aux effets d'un oligonucleotide antisens. 
Dn ARN messager n'est pas une molfecule linfeaire figee, mais 
au contraire une molecule comportant de nombreuses 
structurations secondaires (hybridations intra-moleculaires 
20 complexes) , tertiaires (repliements et conformations 
particulieres, pseudo noeuds), et interagissant avec des 
nuclfeoproteines structurales et fonctionnelles (proteines 
basigues, complexes d'6pissage, de poly-adenylation, de 
capping, complexe de traduction par exemple) . La 
25 disponibilite effective et 1' accessibility des differents 
regions d'un ARN messager va d6pendre de leurs engagements 
dans ces structurations. Corrfelativement, 1'efficacite d'un 
agent inhibiteur interagissant avec telle ou telle seguence 
va dependre 6galement de 1' engagement de cette seguences 
30 dans une fonction particuliere. Les regions cibles pour les 
molecules antisens doivent §tre accessibles k 
V oligonucleotide. 

L' utilisation de logiciels de prediction de structures 
secondaires permet de pr6voir des degr6s d' accessibility 
35 theorigues et done d'orienter le choix .de cibles pour des 
oligonucleotide antisens. Globalement, les regions les plus 
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0 utilises comme cables, sont les sites de d6marrage de la 
traduction (region de l'AUG initiateur) ainsi que les sites 
d'fepissage (jonctions SD/SA) . De noznbreuses autres sequences 
n' ay ant pas de fonctionnalit6s particuli&res et non engagees 
dans des appariement intra-moieculaires se sont averees 

5 egalement efficaces comme cible pour des oligonucleotides 
antisens (voir les exemples cit6s plus loin) . 

Les oligodesoxyribonucl6otides antisens peuvent 6galement 
etre dirig^s contre certaines regions d'ADN bicatenaire 

10 (sequences homopurines /hontopyrimidines ou riches en 
purines /pyrimidines) et former ainsi des triples helices 
(Perroualt et al., 1990; Francois et al.{A), 1989; Francois 
et al.(B), 1989; Francois et al.(C), 1989; Wang ez al., 
1989; Maher et al., 19B9; Sun et al., 19B9; Boidot-Forget et 

15 al., 1988; Moser and Dervan, 1987; Dervan, 1986). Des 
oligonucleotides dirigfees ainsi contre 1'ADN ont 6t6 appeles 
^anti-gene" ou encore ^anti-code". La formation d'une triple 
heiice, au niveau d'une sequence particuliere, peut bloquer 
la fixation de proteines intervenant dans 1' expression d'un 

20 g£ne et/ou permettre d'introdnire des doomages irr6versibles 
dans l'ADN si l r oligonucleotide considferfe possede un 
groupement reactif particulier. De tels oligonucleotides 
antisens peuvent devenir de v£ritables endonucieases de 
restriction artificielles, dirig6es k la demande contre des 
25 sequences specif iques. 

L' hybridation entre un oligonucleotide antisens et un ARN 
messager cible peut en bloquer 1' egression de plusieurs 
manieres, soit de fagon sterique, soit de fapon pseudo- 

30 catalytique (Gagnor et al., 1989; Jesus et al., 1988; 
Markus-Sekura, 1987) : 

-1' interaction entre 1' ARN messager et un 
oligonucleotide antisens compiementaire peut creer une 
barriere physique interdisant la fixation et/ou la 

35 progression de proteines ou de complexes proteiques 
n6cessaire A la traduction,, k la maturation, & la 
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0 stabilisation ou au transport de l'ARN messager. Ce blocage 
physique aboutira finalement k une inhibition de 
1' expression de l'ARN messager cible. 

-1' hybridation entre un ARN messager et un 
oligodesoxyribonucl6otide antisens va cr6er un substrat pour 
5 la RNase H f enzyme present dans toutes les cellules 
eucaryotes. La RNase H est un enzyme qui degrade 
specif iquement l'ARN lorsqu'il est hybrid^ k de l'ADN. 
L' hybridation d'un oligonucleotide antisens k un ARN cible 
aboutira done k la coupure de cet ARN cible k 1' emplacement 
10 de cette hybridation, et done k son inactivation definitive. 

-Par ailleurs, comme indique plus haut, les 
oligonucleotides antisens peuvent comporter des groupement 
r£actifs capables de produire directement des doomages 
irr6versibles dans la molecules d'ARN cible. 

15 

En ce qui concerne les oligonucleotides antisens diriges 
contre l'ADN ils peuvent agir soit en inhibant la fixation 
d'une proteine de regulation indispensable k 1' expression du 
gene cible (facteur de transcription par example) , soit en 
20 introduisant des dommages irreversibles (coupures, cross- 
links) dans la molecule d'ADN, la rendant inapte, 
localement, pour 1' expression g6n6tique. 

Les ribozymes sont des molecules d'ARN douees d' activites 
25 enzymatiques, capables en particulier de provoquer des 
coupures endonucieasiques dans des ARNs cibles. Un ribozyme 
peut etre consid6r6 comme un oligonucleotide antisens 
particulier, doue d'une activite catalytique endonucieasique 
naturelle (Vasseur, 1990; Symons, 1989; Jeffrie and Symons, 
30 1989; Haseloff and Gerlach, 1988; Uhlenbeck, 1987; Symons et 
al., 1987). Typiquement, un ribozyme est constitu6 de deux 
parties, d'une part il comporte une sequence complement aire 
k la sequence cible que l'on desire couper, et d' autre part, 
une sequence catalytique, faisant office de groupement 
35 reactif (Fedor and Uhlenbeck, 1990; Uhlenbeck et al; 1989; 
Sheldon and Symons, 1989; Sampson et al., 1987). II est 
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0 possible actuel lenient, en utilisant un site actif consensus 
deduit de la sequence de ribozymes viraux, de couper 
theoriquement n' importe quel ARN messager, en une position 
d6termin§e A 1'avance (Haseloff and Gerlach, 198 8; 
Uiilenbeck, 1987) . Les ribozymes rencontrent les m§mes 

5 probiemes d' utilisation que les oligonucleotides antisens 
classiques, en particulier en ce qui concerne les ph6nom6nes 
de degradation, les ARNs etant encore plus sensibles £ la 
degradation nucl6olytique que les ADNs. 

10 Les oligonucleotides antisens permettent de bloquer 
specif iquement 1' expression d'ARN messagers cellulaires, par 
exemple de messagers de type oncog&aique, (Tortora et al., 
1990; Chang et al., 1989; Anfossi et al., 1989; Zh-ng et 
al., 1989; Shuttleworth et al., 1988; Cope and Wille, 1989; 
15 Cazenave et al. , 1989) et de nombreux diff6rents types d'ARN 
messager viraux, provenant de virus aussi varies que le VSV 
CDegols et al., 1989; Leonetti et al., 1989), le SV40 
(Westermann, et al., 1989), les virus influenza (Kabanov et 

al., 1990; Serial et al., 1987), le virus de l'encephalo- 
20 myocardite (Sankar et al., 1989), l'adenovirus 
(Miroshnichenko et al., 1989), le ESV (Gao et al., 1988) et 

le HIV (Matzukura et al., 1989; Stevenson et al., 1989; 

Matzukura et al., 1988; Goodchild et al., 1988). 

Avec des ribozymes, on peut diver In vivo l'ARN messager 
25 codant, pour le gene marqueur CAT (Cameron and Jennings, 

1989) , i rih i her le processus de maturation de 1' ARN messager 

d'histone (Cotten et al.1989; Gotten and Birnstiel, 1989) ou 

proteger partiellement la cellule contre 1' infection par 

HIV-1 (Sarver et al., 1990). 

30 

Les oligonucleotides peuvent egalement etre utilises dans le 
cadre de strategies de type *sens". Cette approche consiste 
d utiliser un oligonucleotide en s6rie desoxyribo- ou ribo-, 
monocatenaire ou bicat6naire, de sequence specifique, comme 
35 agent de fixation d'une proteine pr6sentant une af finite 
pour cette sequence et dont on desire diminuer la 
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0 concentration efficace, par competition, A l'interieur des 
cellules. On peut envisager ainsi d'utiliser des 
oligonucleotides interagissant avec des facteurs de 
transcription, des facteurs d'encapsidations viraux, des 
facteurs de regulation de la traduction, etc... Cette 
5 approche n'est pas encore exploits comme l'est la strategie 
antisens plus classigue. Dans ce cas, le probieme de la 
stability des oligonucleotides est egalement un facteur 
important critique pour l'efficacite et la perennite de leur 
action. L' utilisation d' oligonucleotides modifies pour une 
10 telle approche peut se heurter & des probiemes structuraux 
de reconnaissance par les proteines. La ' possibilite de 
disposer d' oligonucleotides naturels stables dans le serum 
et les cellules permet trait d' envisager le developpeir -*nt de 
nouvelle voies therapeutiques cibiees en particulier sur les 
15 facteurs de regulations d af finite pour les acides 
nucieiques. 

Les oligonucleotides antisens, et sens, sont done des agents 
pharmacologiques potentiels, puissants et hautement 

20 sp6cif iques, permettant d'inhiber 1' expression de messagers 
codant pour des produits exercant des effets. pathogenes. 
L' utilisation therapeutique des oligonucleotides se heurte 
cependant £ plusieurs probiemes de type physiologiques, en 
particulier celui de la d61ivrance intracellulaire de ces 

25 molecules et celui de leur sensibilite & la degradation 
nucieolytigue. L f utilisation de derives modifies permet de 
surmonter le probieme de la sensibilite aux nucleases, mais 
introduit un nouveau probieme, celui de la toxicite 
eventuelle des modifications chimiques introduites dans la 
30 molecule. 

L' utilisation des oligonucleotides antisens modifies pose en 
effet des probiemes de nature toxicologiques . Si certaines 
des modifications sont r6putees plutSt neutres, la plupart 
ne sont pas d6nu6es de toxicite potent ielle. 
35 Des oligonucleotides antisens modifies chimiquement peuvent 
presenter une toxicity k plusieurs niveau, soit directement 
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0 par des effets de la molecule entifcre, soit indirect ement 
via les effets des produits de degradation. Des nucleotides 
porteurs de modifications chimiques, et presents dans une 
cellule 4 une concentration 61ev6e peuvent ainsi presenter 
une toxicite -et plus particuliexement une genotoxicite- non 
5 negligeable au plan pharmacologique . 
Par exemple, de nombreux probiemes soulevfes par l'emploi 
d' oligonucleotides antisens modifies, en particulier des 
effets anti-viraux non s equence - speci f i ques , semblent bien 
etre dus k la nature de certaines des modifications 
10 chimi ques introduites dans les oligonucleotides antisens 
pour les rendre resistant aux nucleases. 

Au plan toxicologique, il est done evident que mo*AS on 
modifie la structure naturelle de 1' oligonucleotide, moins 

15 on risque d'etre confrontfe & des probiemes pharmacologiques . 
Une molecule naturelle d'ADN ou d'ARN, ainsi que ses 
produits de degradation , ne pose pas ou peu de probieme de 
toxicologie et de pharmacocinetique, ce qui n'est pas le cas 
d'une structure modifiee pouvant donner apres metabolisation 

20 des derives multiples et potentiellement toxiques. 

II serait done avantageux de pouvoir disposer 
d' oligonucleotides naturels r ne comportant que des desoxy ou 
ribonucleotides normaux, relies entre-eux par une liaison 
25 phosphodiester normale, mais presentant cependant une 
resistance k la degradation. 

L f invention presentee ici a pour objet un nouveau type 
structural d' oligonucleotide antisens, ou sens, resistant 
30 aux exonucieases sans intervention de modifications 
chimiques stabilisantes . Les oligonucleotides faisant 
1' objet de 1' invention ont la particularite de presenter une 
structure ferm6e, n' off rant pas d'extremite disponible & la 
degradation exonucieasique. 

35 

De tels oligonucleotides peuvent Stre utilises dans leur 
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0 6tat naturel mais peuvent cependant comporter 6galement des 
nucleotides modifies, des groupements r6actifs, ou etre 
associes physiquement k d'autres molecules ou macromoiecules 
dans le but de renforcer leur efficacite d r inhibition, leur 
penetration, leur af finite pour leurs cibles, leur ciblage 

5 cellulaire ou intra-cellulaire, ou pour optimiser toute 
autre propriete. 

II. DESCRIPTION DE L' INVENTION 

10 Dans les cellules, et plus encore dans un organisme, dans la 
circulation sanguine par exemple, les oligonucleotides 
antisens naturels sont sensibles aux nucleases. Les 
nucleases sont des enzymes de degradation capables de oouper 
les liaisons phosphodiester de l'ADN ou de 1'ARN, soit en 

15 introduisant des coupures internes sur des molecules mono- 
ou bicatenaire, soit en attaquant ces molecules k partir de 
leurs extr6mit6s . Les enzymes attaquent de f aeon internes 
sont appeiees les endonucieases et celles attaquant par les 
extremites sont appeies exonucieases. 

20 

La stabilite des oligonucleotides antisens -dene leur 
efficacite- peut etre considerablement augmentee en 
introduisant diverses modifications chimiques les rendant 
resistant k la degradation comme d6crit ci-dessus. 

25 II est etabli que ce sont les exonucl6ases qui sont la 
principale cause de degradation des oligonucleotides 
antisens dans le serum et dans la cellule- Plus 
parti culierement, il semble que les exonucieases s' attaquant 
k l'extremit6 3 'OH soient surtout k incriminer dans ce 

30 phenomfene. 

Des modifications apport6es k la structure des extremites 
des oligonucleotides antisens peuvent les proteger, bloquer 
les activites des exonucieases, et conferer aux 
oligonucleotides une stabilisation accrue. 

35 

L' invention decrite ici est fondee sur l'idee nouvelle que 
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0 des oligonucleotides fermes, ne comportant pas d' extremites 
libres, seront done, par definition, r6sistants & ce type de 
degradation. Des oligonucleotides fermes, circulaires par 
exemple, ne presentent pas de substrat accessible aux 
exonucl6ases 3' ou 5' et sont done ainsi stabilises. 

5 

Plus particuliferement, 1' invention CQncerne done un agent 
ant i sens ou sens du type oligonucleotide, caracterise en ce 
qu'il est constitue d'une ou plusieurs sequence (s) 
d' oligonucleotides monocatenaires dont les extremites sont 
10 reliees entre elles par des liens covalents pour former au 
moins partiellement une structure mbnocat6naire fermee. 

Ces agents sont parfois d6nommes ci-aprfes oligonucleotides 
fermes ou oligonucleotides circulaires, dans la roesure oh ce 
15 type de compose pr6sente de preference une majorite de 
nucleotides par rapport aux structures non nucieotidiques . 

La definition du terme oligonucleotide a ete donnee 
prec6demment et incorpore aussi bien la serie ribo- que 
20 desoxyribo- naturelle, de meme que les modifications de ces 
bases qui seront globalement denommees ci-apr^s non- 
naturelles et qui ont 6galement et6 evoquees precedemment . 

Le lien covalent peut fetre une structure covalente non 
25 nucieotidique proteique, lipidique, osidique et/ou une 
structure mixte, comme cela sera explicite ci-aprfes. On 
preffere toutefois utiliser une structure covalente 
nucieotidique, e'est A dire une liaison phosphodiester. 

30 1/ invention concerne des oligonucleotides fermes, 
circulaires par exemple, n'ayant pas d' extremites libres, 
mais composes par tine suite de bases nucieotidiques reliees 
entre elles par tout types de liaisons, et 
preferentiellement par des liaisons de type phosphodiester. 

35 Ces bases pourront §tre associ6es entre elles par des 
liaisons telles que la distance entre ces bases sera 
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0 d' environ 3 A & 4 A ce qui est la distance que 1'on trouve 
dans les molecules naturelles d'ADN ou d'ARN lorsgue les 
liaisons internucieotidigues sont assur6es par des 
groupements phosphodiesters. Les oligonucleotides ferm6s, 
circulaires par exemple, seront composes, avantageusement de 
5 nucleotides naturels li6s pr6f6rentiellement entre-eux par 
des liaisons phosphodiesters non modifiees, mais pourront 
egalement comporter des nucleotides modifies et/ou des 
liaisons modifiees respectant les distances entre bases et 
pennettant les rotations axiales heiicales caractferistigues 
10 des conformations des acides nucieiques. Les 
oligonucleotides fenn6s seront done composes avantageusement 
des bases A, T, G f C, ou U, sous leurs formes desoxy- ou 
ribonuc!6otidiques. Les oligonucleotides ferme pourror^ done 
§tre soit des oligodesoxyribonucieotides, soit des 
15 oligoribonucieotides, soit des molecules mixtes comportant 
des desoxyribonucieotides et des ribonucleotides. 

Sont done comprises dans 1' invention, toute molecule d'ADN, 
ou d'ARN, -ou mixte ADN/ARN-, monocatenaire, fermee, 

20 circulaire ou possedant une partie circulaire/ obtenue de 
fapon biologique, chimique, ou par des proced6s associant 
les techniques de la chimie de synth£se A celles de la 
biologie et de la biochimie, pr6sentant une resistance aux 
exonucieases superieure & celle d'un oligonucleotide de meme 

25 sequence mais compietement lineaire, ne presentant pas de 
structure fermee. 

Des exemples d' oligonucleotides ferm6s sont pr6sent6s dans 
les figures 1A & 1C. 

30 La figure 1A pr6sente des exemples de structure 
d 1 oligonucleotides antisens ferm6s. La figure IB presente 
des exemples de structure d f oligonucleotides sens fermes. La 
figure 1C presente une molecule mixte pouvant exercer un 
effet sens et antisens. 

35 

Le nombre de nucleotides unitaires composant les 
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0 oligonucleotides fermes peut varier dans de larges 
proportions notamment entre 10 et 200 , mais ce nombre sera 
avantageusement compris, k titre indicatif, entre une 
vingtaine et une cinquantaine de nucleotides, selon la 
structure de fermeture (circulaire, structure en lasso, en 
5 ballon r structure bicat6narisee, etc... voir plus loin les 
descriptions des diffferentes structures) , les utilisations 
(molecule antisens anti-ARN, molecule antisens anti-ADN, 
molecule sens anti-proteique) , le type de l f oligonucleotide 
-desoxy ou ribonucieotidique- (antisens simple ou antisens 
10 ribozymique, etc.--) et les cibles considerees (ARNmessager, 
ARN pr6messager f structure secondaire particulifere, etc.). 

Les oligonucleotides ferm6s faisant l'objet de la pi*sente 
invention sont pre f 6rent i ellemen t composes par une sequence 
15 de bases comport ant de 1' adenine (A) , de la guanine (G) , de 
la cytosine (C), de la thymine (T) et de l'uracile (U) , de 
formules generales presentees en figure ID. 

Les oligonucleotides fermes pourront egalement comporter des 
20 nucleotides rares (Inosine, I, ou rl par exemple) ou des 
nucleotides modifies, soit en s6rie d6soxyribo- soit en 
serie ribo-. 

Les oligonucleotides fermes pourront comporter des 
25 nucleotides modifies au niveau de la liaison phosphodiester, 
par exemple, selon les quelques formules presentees en 
figure 2. Par exemple, les oligonucleotides fermes pourront 
comporter tin ou plusieurs des groupements bien connus que 
sont les phosphorothioates, les methylphosphonates, les 
30 phosphorodithioates, les phosphoselonates , les 
phosphoroamidates, les alkyl-phosphotriesters . Notons 
cependant que les oligonucleotides antisens fermes 
comprendront pr6ferentiellement des nucleotides naturels, 
relies entres-eux par des liaisons phosphodiesters non 
35 modifiees- 
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0 Les oligonucleotides fermes pourront comporter des 
nucleotides r6actifs, capables d'etablir des liens avec la 
sequence de la molecule cible compiementaire a 
1 ' oligonucleotide . 

5 Ainsi, les oligonucleotides fermes pourront porter des 
groupements reactifs greffes sur les nucleotides, comme par 
exemple des groupements psoraienes, ou d'autres agents de 
pontage ou agents intercalant pouvant reagir avec la 
sequence de la molecule cible compiementaire k 
10 1' oligonucleotide (voir les quelques exemples non-exhaustifs 
presentes en figure 2) . 

Les oligonucleotides antisens ferm6s pourront 6ga^.ement 
inclure, parmi les nucleotides faisant partie de la 

15 structure fermee, une sequence d'ARN presentant une activite 
catalytique. Ces oligonucleotides circulaires seront ainsi 
des ribozymes circulaires, aux extr6mit6s jointes, 
comportant, en plus de la sequence catalytique pouvant etre 
toute sequence d'ARN capable de provoquer une coupure ou un 

20 modification dans une sequence d'ARN cible, une sequence de 
type antisens, compiementaire & la sequence cibiee, et 
pouvant §tre constitute soit d'ARN, soit d'ADN soit d'un 
melange ADN/ARN (figure 3) . 

25 Font egalement partie de 1' invention des oligonucleotides 
fermes coupl6s & des molecules permettant d'accroltre leur 
penetration intra-cellulaire, et en particulier des 
groupement lipophiles, des polypeptides ou des proteines. 

30 Les oligonucleotides fermes pr6sentent la caracteristique 
principale de ne pas offrir de substrat aux exonucl6ases 3' 
et 5' . Pour acqu6rir cette propriete, la structure la plus 
simple est un oligonucleotide circulaire, formee d'une 
succession de nucleotides relies entre eux par des liaisons 

35 phosphodiesters comme schematise plus haut, et presentant ou 
non des appariements intracat6naires (figures 1A i 1C et 
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0 figure 4) . 

D'autres structures de molecules fences par une liaison non 
phosphodiester 3 '-5' peuvent 6galement §tre synth6tis6es et 
presenter une resistance partielle ou totale aux 
5 exonucieases. 

Font fegalement partie de 1' invention des molecules en lasso 
conposfees de r6sidus desoxy ou ribonucl6otidiques et fennfes 
soit par une liaison faisant intervenir soit I'extr6mit6 3 r , 

10 soit I'extr6mit6 5' de la molecule (figures 1A k 1C et 
figure 4B) . Dans ces molecules en lasso , la partie lineaire 
peut ne comporter qu'un seul r&sidu nucl6otidique, ou bien 
peut comporter une chaine lat6rale nucl6otidic, je de 
plusieurs residus. Dans ces structures, l'un des nucleotides 

15 ter min ate de 1' oligonucleotide est couple k un nucleotide 
interne, par une liaison pouvant s'effectuer avec la base ou 
avec le sucre, ou avec le groupement phosphodiester. De tels 
oligonucleotides pr6sentent une extr6mit6 libre et une 
extremite bloquee. La resistance aux exonuciease sera done 

20 partielle, l'extr6mite libre pouvant faire 1'objet d'une 
degradation nucieolytique. Les extremites 5' et 3' des 
oligonucleotides ne sont pas sensibles de fapon 6quivalentes 
k la degradation, l'extr6mite 3' 6tant la plus sensible. Un 
oligonucleotide circulaire en lasso, ne presentant que 

25 1' ext remit e 5' libre est protege en grande partie contre la 
degradation. De plus, les exonuciease pouvant degrader la 
partie lin6aire du lasso seront arr§tees au niveau du point 
de branchement. A ce stade, l f oligonucleotide est devenu 
totalement resistant aux exonucieases 3' et 5 r , quelle que 

30 soit 1' extremite libre ou branchee initialement . De telles 
molecules en lasso peuvent comporter des residus 
nucieotidiques naturels ou modifies corame 6nonc6 plus haut 
au paragraphe precedent. La structure g6n6rale des molecules 
en lasso est presentee en figure 1A et figure 4B. 

35 

Font egalement partie de 1' invention des oligonucleotides 
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0 fermfes en ballon, comme d6crits dans la figure 1A, la figure 
IB et la figure 4C. Ces oligonucleotides sont fermfes par une 
liaison chimigue correspondant A un pontage intercatenaire 
realises entre deux nucleotides internes. Ce pontage peut 
§tre effectue par le biais d'un nucleotide reactif - 
5 photoactivable par exengple- ou bien en utilisant un reactifs 
exogene etablissant un lien entre deux regions appariees de 
1' oligonucleotide. Un tel oligonucleotide en ballon ne 
presente qu'un nombre limite, ou pas, de sites substrats 
pour des exonucieases. M§me si le ou les pontages fermant la 
10 molecule oligonucieotidigue sont pas effectu6s au niveau des 
nucleotides terminaux, seuls seront accessibles aux 
exonucieases les quelques nucleotides localises de part et 
d' autre du point de pontage, aux extremites de la mo]*cule. 
Les exonucieases pourront cliver les liaisons 
15 phosphodiesters reliant les nucleotides des extr6mites non 
coupiees, mais seront arr£tees & partir du site de pontage. 
Les nucleotides engages dans le pontage sont resistants aux 
exonuciease, totalement ou partiellement, et protegeht ainsi 
1' oligonucleotide contre la poursuite de la degradation 
20 nucieolytique. 

Font egalement partie de l r invention une autre famille 
d' oligonucleotides circulaires refermes sur eux-memes par 
1' intermediate d' une molecule non nucl6otidique. Ces 
25 oligonucleotides fermes possedent une partie de leurs 
structure moieculaire correspondant & une sequence d'ADN ou 
d'ARN dans laquelle les bases sont non modifiees, et dont la 
premiere unite nucieosidique est reliee £ la derniere par 
une liaison faisant intervenir une structure molecule 
30 quelconque. Par exemple, les oligonucleotides antisens 
peuvent §tre circularises au moyen d'un couplage entre les 
nucleotides terminaux par une structure proteique ou 
polypeptide que qui seront lies aux unite nucieosidiques 
terminale par tout type de couplage (figure 4). Font done 
35 egalement partie de l f invention des oligonucleotides 
circulaires comportant une partie nucl6otidique et une 
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0 partie proteique. L' insertion de cette partie proteique peut 
s'effectuer par divers proc6d6s de couplage. La fraction 
proteique peut £tre conpue pour accrottre l'efficacite de la 
molecule nucieotidique par differents mecanismes. La partie 
proteique pourra, par exemple, favoriser l r internalisation 
5 de 1' oligonucleotide dans des cellules, permettre de cibler 
eventuellement certaines cellules en choisissant un 
determinant proteique utilise. Les composants proteiques ou 
peptidiques utilises dans les oligonucleotides circulaires 
de ce type pourront egalement Stre des molecules de 
10 signalisation, permettant un ciblage intra-cellulaire des 
oligonucleotides. Par exemple, on pourra utiliser des 
peptides d'adressage nucieaire provenant de proteines 
naturelles cellulaires ou virales. Get aspect de 1' invention 
consiste done k proposer des oligonucleotides, de structure 
15 nouvelle, et coraportant des composes susceptiJbles de r6agir 
specif iquement avec des r6cepteurs particuliers de la 
surface membranaire de la cellule, d'etre intemalisees par 
les dites cellules, et d'exercer leur activite biologique £ 
l'interieur de la cellule. 

20 

Font egalement partie de 1' invention des oligonucleotides 
circulaires refermes sur eux-m§mes par des groupement 
lipophiles ou des chalnes conportant des radicaux lipophiles 
et favorisant l'internalisation cellulaire de ces molecules. 

25 

Font egalement partie de 1' invention des oligonucleotides 
fermes associ6s par des couplages covalents ou non covalents 
a des structures d'encapsidation de type liposomiques ou de 
tout autre structure lipoproteique ou lipopolysaccharidique . 

30 

Font egalement partie de 1' invention des oligonucleotides 
circulaires refermes sur eux-mSmes par une liaison 
phosphodiester, mais comportant de plus une ou plusieurs 
liaisons internes produites par des agents reactifs 
35 appartenant & la structure de la molecules elle-meme ou 
apportes de fapon exogfcne. 
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0 Ces molecules poss6deront les caracteristiques de resistance 
aux exonucieases des oligonucleotides circulaires et off rent 
de plus des conformations secondaires particulieres, pouvant 
etre adapt6es & la reconnaissance de sites particuliers sur 
des cibles pr6sentant elles-m§mes des conformations 

5 secondaires ou tertiaires particuliferes, que ces cibles 
soient des acides nucieigues ou tout autre structure 
cellulaire ou virale susceptible de presenter une affinity 
Elective et selective envers un polynucleotide de structure 
primaire et secondaire particuliere. 

10 

Font egalement partie de 1' invention des oligonucleotides 
antisens circulaires ou fermes susceptibles de former une 
triple h61ice avec l'ARN cible. La formation d' une triple 
heiice permet de stabiliser 1' interaction ADN/ARN entre 

15 1' antisens et la sequence cible. 

De fapon generale, on peut egalement dire qu'un antisens 
circulaire est un compose prodrug" par rapport & un oligo- 
nucleotide antisens lin6aire. La coupure d'un oligonu- 
cleotide circulaire donnera naissance k un oligonucleotide 

20 lineaire qui pourra exercer un effet antisens classique, 
avec retard. 

Bien qu'assez souvent les composes selon 1' invention 
comporteront des sequences nucl6otidiques non susceptibles 

25 de s'auto-apparier font egalement partie de l r invention des 
oligonucleotides fermes comportant des regions auto- 
appariees formant une structure bicatenaire de longueur 
variable (voir figure 5) . Cette structure bicatenaire pourra 
avoir plusieurs r&les, par exemple celui de stabiliser la 

30 molecule pour permettre sa circularisation, lors de la 
synthese des molecules circulaires (voir plus loin les 
procedes de preparations) . Cette structure bicatenaire 
pourra egalement avoir un r51e actif r comme par exemple 
celui d'interagir avec des proteines pr6sentant une af finite 

35 pour cette sequence. La structure bicatenaire pourrait 
correspondre k une sequence de fixation pour des facceurs 
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0 proteiques - En particulier, un aspect de I 1 invention est de 
fournir des molecules oligonucl6otidiques naturelles stables 
pouvant fixer des facteurs proteiques cellulaires ou viraux 
et done interferer avec des processus biologiques mettant en 
jeux ces facteurs. 
5 Un exemple de 1' utilisation d' oligonucleotides fermes 
comportant une region auto-appariees -des oligonucleotides 
destines & une telle application seront avantageusement 
circul aires s implement- est la competition intra-cellulaire 
avec des facteurs de transcription. Dans ce cas, la partie 
10 bicatenaire de 1' oligonucleotide ferm6 portera la sequence 
de fixation du facteur de transcription/ du r6gulateur, du 
r6cepteur nucieaire hormonal que l'on desire pieger. 
L' interaction entre 1' oligonucleotide circ^laire 
bicatenarise et un facteur de transcription va about ir A 
15 reduire la disponibilite intra-cellulaire de ce facteur, et 
done va modifier les equilibres de regulation pour lesquels 
ce facteur intervient. S'il s'agit d'un facteur de 
transcription positif, exerpant un effet de stimulation, le 
blocage de ce facteur aboutira k une inhibition des genes 
20 consider6s; s'il s'agit d'un facteur negatif, inhibant 
1' expression de genes apres interaction avec 1'ADN 
cellulaire, alors 1' expression de ces genes sera stimuiee. 
De fapon g6nerale, les oligonucleotides fermes f de type 
circulaire, de s6rie d6soxyribo- et comport ant une partie 
25 bicatenaire pourront interagir dans des buts th6rapeutiques 
avec tout facteur prot6ique pr6sentant de 1'af finite pour 
1'ADK et dont on desire reduire ou alterer les effets dans 
une situation pathologique donnee. 

II est 6galement envisager d'utiliser des oligonucleotides 
30 fermes, avantageusement circul aires, pour combiner des 
approches antisens et sens dans un but de plus grande 
efficacite. Ce procede consiste & utiliser simultanement un 
oligonucleotide antisens ferme dirige contre 1'ARN messager 
d'un facteur de transcription, et un oligonucleotide *sens" 
35 ferme comportant une structure bicatenaire de sequence 
correspondent au site de fixation sur l'ADN de ce facteur de 
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0 transcription. Deux niveau* d' action sont done cibies 
simultanement, en synergie, sur la m&ne molecule cible, 
l'antisens diminuant la synthase de ce facteur et la 
molecule sens exerpant un effet de pifcge sur les molecules" 
rfesiduelles pouvant subsister. Les approches combines sens 
5 et antisens pourront §tre utilises soit pour cibler la m£me 
proteine, k deux niveaux d' expression et de fonctionnalite 
differents, soit pour attaquer deux protGines differentes, 
dans un but de recherche de la plus grande efficacite du 
proc6d6 . 

Cette approche double peut faire appel k 1' utilisation 
simultanee de deux molecules differentes, l'une sens et 
1' autre antisens, ou bien & une seule molecule 
oligonucieotidique fermfee comme celle decrite dans la figure 
15 1C. 

On autre exemple de l'utilisation d' oligonucleotides fermes 
est la competition intra-cellulaire avec des facteurs 
d' affinite pour certaines sequences d'ARN bicatfenaire. C f est 
20 le cas pour certaines prolines de regulation interagissant 
avec les ARN messagers, en particulier avec les ARN 
messagers viraux. On peut citer par exemple le cas du 
produit du gfcne tat de HIV qui se fixe sur une region 
bicat6naire le I'extr6mit6 5' de 1'ARN messager viral. Pour 
25 etre utilises coxmne agents interagissant avec tat, dans le 
cas de cet exemple, les oligonucleotides femes -circulaires 
par exemple- comprendraient une partie bicat6naire en sferie 
ribo-, le reste de 1' oligonucleotide etant compose de 
nucleotides soit en serie ribo- soit en s6rie desoxyribo-. 
30 De fapon g6nerale, les oligonucleotides fermes faisant 
1' ob jet de 1' invention pourront etre utilises comme 
molecules stabilisees pour le piegeage de facteurs 
proteiques presentant une affinite pour les acides 
nucieiques, ADN ou ARN, monocatenaire ou bicatenaire, en 
35 miroant £ la fois la structure primaire (sequence) des sites 
d' affinite et les structures secondaires eventuelles 
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0 (structures en epingle £ cheveux, structures cruci formes par 
exemple) . 

De tels oligonucleotides ferm6s, avantageusement 
circul aires, comport ant une sequence nucieotidique reconnue 
par des facteurs proteiques pourront 6galement porter des 
5 groupements react if s capables d'effectuer des pontages, 
spontan&s ou photo-activables, avec les proteines 
interagissant avec eux. 

Un aspect de 1' invention, comme d&crit de fapon d6tail!6e au 
10 paragraphe precedent, est done de fourair de nouveaux 
oligonucleotides naturels stables capables d'etre 
internalises dans les cellules et d'interagir ensuite avec 
des facteurs cellulaires ou viraux pr6sentant une aifinite" 
pour des sequences specif iques d'acides nucieiques. 

15 

Font fegalement partie de 1' invention des oligonucleotides 
circulaires associes deux & deux gr&ce aux compl6mentarites 
de leurs sequences, pour former une structure circulaire 
bicatenaire complete ou partielle (pouvant presenter des 

20 non-appariements, autrement dit des ^mismatches") , et 
resistante aux exonucieases . Ces oligonucleotides 
bicatenaires circulaires pourront etre compose de 
nucleotides naturels, raxes, artificiels, ou modifies, en 
serie d6soxyribo- ou en s6rie ribo-. Ces oligonucleotides 

25 circulaires bicatenaires pourraient etres composes d'ADN de 
forme I ou d'ADN de forme V, c'est-&-dire comport ant des 
structures composites de type B et Z. L'ADN de forme I est 
de l'ADN circulaire super-enrouie, dont les deux brins 
present ent un entrelacement. L'ADN de forme V est un ADN 
30 dont les brins compiementaires ne sont pas entrelaces, 
c f est-£-dire un ADN forme de deux brins compiementaires, 
c6te-&-c6te. L'ADN bicatenaire peut adopter des 
conformations differentes, A, B ou Z. La forme la plus 
naturelle et la plus courante de l'ADN est une heiice droite 
35 de type B, alors que la forme Z, mo ins frequente, est une 
heiice gauche, plus allong6e que la forme B. Une structure 
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0 circulaire telle que celle dfecrite ci-dessus, comportant 
deux brins compl6mentaires non entrelac6s coinportera k la 
fois des helices gauches et des helices droites. Dn tel 
oligonucleotide circulaire bicatenaire pourra etre utilise 
comme agent de type sens r pour interagir avec des prot dines 
5 presentant de l f affinity pour une sequence particuli6re qui 
sera presente sur 1' oligonucleotide consider. Un tel 
oligonucleotide bicat6naire circulaire, en s6rie ribo en 
particulier, pourra egalement §tre utilise comme 
immunostimulant de fa^on generale, et plus particulierement 
10 comme agent d' induction d' interferons . A noter que cette 
fonction d' immunostimulation potentielle que presente 
certains ARNs pourra egalement etre exploitee en utilisant 
des oligonucleotides circulaires monocatenaires pr6£ -jntant 
des structures bicatenalres auto-appari6es gr&ce k des 
15 compiementarites internes de sequence et en tirant parti de 
1'avantage que confere la resistance aux exonucieases d'une 
structure circulaire. 

III. PREPARATION DES OLIGONUCLfiOTIDES FERMfiS 

20 

Les oligonucleotides ferm6s qui font l'objet de 1' invention 
peuvent etre obtenus par voie chimique, biologique, ou par 
des approches faisant appel k des combinaisons des 
techniques de la chiaie de synthfese et de la biologie 
25 moieculaire. 

Les oligonucleotides ferm6s peuvent done §tre prepares, soit 
k partir d f oligonucleotides lineaires, referm6s ensuite par 
des techniques chimiques ou biologiques, soit directement en 
30 tant qu f oligonucleotides par voie chimique, utilisant des 
reaction aboutissant k la cyclisation de la mol6cule. Ces 
deux approches sont consid6rees successivement ci-dessous. 



1 -PREPARATION D' OLIGONUCLEOTIDES CIRCDIAXRES A PARTIR D ' OLIGONUCLEOTIDES 

35 lineaires par ies techniques de ligation 
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0 Diverses methodes de synthase chimique d' oligonucleotides 
naturels ont 6t6 d6velopp6es et sont bien connu des 
specialistes travaillant dans les regies de l r art. Par 
example, une methode consiste k utiliser un support solide 
dit CPG (controlled pore glass) sur lequel le premier 
5 nucleoside est fix6 covalemment par un bras de couplage, par 
1' interm£diaire de son extr6mite 3' OH. L'extr6mit6 5' OH du 
nucleoside est protege par un groupe di-p-m6thoxytrityl 
acido- labile. Cette approche, utilisant la chimie des 
phosphites triesters, et dans laquelle des desoxynucieosides 
10 3'phosphoramidites sont utilises coxmne synthons est appeiee 
la methode des phosphoramidites (Caruthers, 19B5) . Cette 
approche est la plus utilis6e actuellement et presente 
l'avantage d'etre entiferement automatique. La synthfes^ d'un 
oligonucleotide k partir d'une premifere unite fix6e sur CPG 
15 commence par une etape de d6protection au cours de laquelle 
le groupe trityl est eiimine, puis une unite nucieosidique 
activee sur son groupe 5 r est additionnee, les produits non- 
reactifs sont bloques, puis un nouveau cycle de 
deprotection/activation/ couplage recommence . Typiquement , 
20 1' addition d'un deoxynucl6otide s'effectue selon les quatres 
etapes suivantes i) d6protection et elimination d'un groupe 
protecteur dim6thoxytrityl par 1'acide , ii) condensation du 
produit resultant avec un desoxynucieoside 3'- 
phosphoramidite, donnant un d6soxydinucieoside phosphite 
25 triester, iii) acylation, c' est-e-dire blocage des 
groupements 5'-hydroxyl n'ayant pas reagit et iv) oxydation 
du phosphite triester en phosphate triester. La repetition 
de tels cycles conduit k la synthese d' oligonucleotides 
pouvant atteindre plus de 200 unites. 
30 Pour citer un second exemple r une autre approche utilisee 
pour la synthfese d' oligonucleotides est celle de la chimie 
des phosphonates (Froehler et al, 1986) . Cette approche 
commence par la condensation d'un desoxynucieoside 3'-H- 
phosphonate avec un deoxynucieoside couple & un support de 
35 verre de silice. Des cycles de condensation successifs 
conduisent k la synthese d' oligonucleotides H-phosphonates . 
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0 Ces oligonucleotides sont oxydes en une 6tape pour donner 
les phosphodiesters . 

En utilisant l'une ou 1' autre de ces techniques, ou tout 
autre procedure seguentielle permettant la synthase chimique 
5 de chalnes polynucl6otidigues de sequence d6terminee & 
1'avance, on obtient des oligonucleotides lin6aires qu'il 
est possible de circulariser par voie biologigue, en 
utilisant des enzymes de ligation. Pour pouvoir utiliser des 
ligases pour refermer les oligonucleotides sur eux-memes, 
10 les oligonucleotides doivent comporter un groupement 
terminal 5'P, que la phosphorylation du 5' terminal ait 6te 
effectue par voie chimique, ou bien par voie biologique en 
utilisant une kinase {preferentiellement la polynucleotide 
kinase) et de 1'ATP ou tout autre donneur de phosphate. 

15 

Differentes procedures convenant pour effectuer 
avantageusement la circularisation d' oligonucleotides 
lin6aires sont decrites ci-dessous 

20 1-1-Un oligonucleotide lin6aire peut etre circularise en 
etablissant une structure partiellement bicatenaire appariee 
pour permettre le fonctionnement d'une ligase, comme la T4 
ligase, au moyen d'un second oligonucleotide plus court que 
le precedent, et de sequence compiementaires aux deux 

25 extremites du premier oligonucleotide. Dans ce cas, illustre 
figure 6, le second petit oligonucleotide fait office 
d'adaptateur et permet la mise bout k bout des deux 
nucleotides terminaux de 1' oligonucleotide & circulariser. 
L' action de la T4 ligase, ou de tout autre enzyme de 

30 ligation capable d'exercer son action sur l'ADN permet alors 
la circularisation en formant une liaison phosphodiester 
entre ces deux nucleotides. Cette ligation peut se faire en 
solution, les deux oligonucleotides etant melanges dans un 
milieu permettant 1' hybridation et la ligation dans des 

35 conditions de concentration et de temperature convenable 
pour favoriser la circularisation intra-cat6naire et 
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0 defavoriser les ligation inter-oligonucieotidiques pouvant 
diminuer le rendement de la reaction de circularisation 
proprement dite. 

1-2-One variante du proc6d6 decrit au (1) consiste a 
5 effectuer la circularisation de 1' oligonucleotide tou jours 
grace k un adaptateur, mais en utilisant un oligonucleotide 
fixe sur un support pouvant fetre par exemple de la 
nitrocellulose ou un d6riv6, une membrane de nylon, un 
support de verre, une structure polysacchari digue, ou tout 
10 autre support pennettant de fixer de fagron covalente ou non 
covalente un fragment d'acide nucieigue et permettant 
ulterieurement 1' hybridation entre ce fragment et un 
oligonucleotide et compatible avec l f action d'une ligase. 
Cette procedure consiste done k fixer 1' oligonucleotide 
15 adaptateur sur un support, soit au moyen d'une liaison 
covalente, soit par des liens non-covalents . On utilisera de 
manifere avantageuse les liaisons covalentes permettant 
d r effectuer un grand nombre de cycles d'hybridation/ligation 
avec 1' oligonucleotide k circularises L' oligonucleotide 
20 adaptateur pourra §tre fixe k son support soit au niveau 
d'un nucleotide terminal/ direct ement ou au moyen d'un agent 
de couplage, soit par un nucleotide situe en position 
interne et port ant un groupement r6actif. Le schema de 
principe d'une telle. m6thode est illustr6 figure 6. 
25 L'int6ret de fixer 1' oligonucleotide adaptateur est double: 
d'une part, cette fixation effectu6e dans des conditions 
physiques contr616es (nombre de molecules fix6es par unite 
de surface) permet de r6duire 1' incidence de la formation de 
concatemeres lors de la reaction d' hybridation, k la suite 
30 de liaison inter-oligonucl6otidiques et, d' autre part, elle 
facilite la realisation de reacteurs de ligation utilisant 
un grand nombre de fois les oligonucleotides adaptateurs 
pour de multiples cycles de circularisation. 

35 1-3-Les oligonucleotides pourront §tre circularises en 
tirant parti de structures secondaires deiiberement. 
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. 0 introduites en pr6voyant des sequences capables de se 
replier sur elles-m§mes en formant des structures 
bicatenaires partielles. Par exemple, la figure 6 illustre 
le cas d'un oligonucleotide *en haltere", comportant une 
partie lin6aire formant une boucle et comport ant la sequence 
5 de type antisens, une region bicat6naire longue de 9 paires 
de bases, et une sequence de fermeture composee de T 5 . Cette 
structure est capable d'effectuer des auto-appariements 
donnant ainsi une molecule susceptible d'etre utilisee comme 
substrat par un enzyme de ligation comme la T4 ligase. Dans 
10 ce cas, le rendement de la ligation depend entre autres de 
la stability de 1 ' appariement au niveau de la structure 
bicatenaire. -Plusieurs sequences d' appariement ont fait 
1'objet d'etudes comparatives et l'une des sequences 
permettant un rendement de circularisation avantageux (de 
15 l'ordre de 75%} est indiqu£e dans la figure 6. Bien que 
n'importe lesquels des nucleotides puissent etres utilises 
pour r6aliser une boucle de fermeture de longueur variable, 
on utilisera pr6f6rentiellement de 4 a 8 rfesidus, et . 
principalement soit A soit T. 
20 La region bicatenaire d' appariement pourra comporter soit 
une sequence utilisee seulement pour la formation de la 
■structure en ~halt6re", soit une sequence correspondaht en 
partie a la region cUble et potentiellement deplapable par 
une hybridation inter-moieculaire. 
25 Les conditions exp§rimentales permettant la circularisation 
efficace de 1' oligonuclfeotide dont la sequence est donn6e en 
figure 6 sont indiqufees pr6cis6ment plus loin dans la partie 
experimental (voir *Propri6t6s et Avantages des 
Oligonucleotides Ferm6s) . Dans le cas de cette sequence, le 
30 rendement de circularisation est de l'ordre de 75%. 

Cette technique a 6t6 utilisee pour prfeparer les 
oligonucleotides circulaires dont il est question dans la 
partie experimentale 

35 1-4-Les oligonucleotides circulaires pourront 6galement etre 
formes par une structure bicatenaires referm6e sur elle-meme 
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0 a cheque extremite par one courte boucle de nucleotides de 
jonction. Ces oligonucleotides pourront etre utilises pour 
des approcb.es de type -sens' telles celles decrites plus 
naut. Un exemple typlque d'un oligonucleotide sens est 
illustre figure 6. Cet oligonucleotide eomporte une sequence 
5 appariee de 24 nucleotides et deux boucles de jonction 
formees par T 5 . Dans 1' exemple donne ici, cet 
oligonucleotide circulaire comporte une structure 
bicatenaire correspondant a la sequence de reconnaissance du 
facteur de transcription hepatocytaire HNF-1. Un tel 

10 oligonucleotide peut etre circularise simplement en tirant 
partie de la structure secondaire bicatenaire formee par les 
sequence complement aires. Le point de fermeture (c'est-a- 
dire les extremites) de 1' oligonucleotide seront choir ies de 
facon a permettre la meilleure efficacite de circularisation 

15 par repliement intra-moleculaire . Ce point pourra §tre 
centre ou plus ou moins distal par rapport a la mediane de 
la structure secondaire cent rale. II convient egalement de 
noter que de tels oligonucleotides peuvent etre syntbetisi a 
partir non pas d'une reaction intra-moleculaire, mais par 

20 une reaction intermoleculaire, en utilisant deux 
oligonucleotides lineaires replies sur eux-m&nes, presentant 
une structure bicatenaire partielle et generant des bouts 
cohesif, pouvant s'apparier entre-eux (voir le schema en 
figure 6) . 

25 

1-5-Pourra etre utilisee pour cycliser des oligonucleotides 
devant comporter une region centrale bicatenaire une 
technique consistant i preparer deux oligonucleotides 
complementaires, l'un long et 1' autre court, le second 

30 hybridant dans la partie centrale du premier. Par 1' action 
de la ligase de T4, il est possible de joindre les deux 
extremites du long oligonucleotides aux extremites de 
l'oligonucl6otide aoparie, meme si il n'y a pas d' homologies 
de sequence permettant la formation d'un auto-appariement au 

35 niveau des sequences distales 3' et 5' . Un tel m6canisme 
aboutit a la formation d'une structure oligonucleotidique 
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0 circulaire fermee comportant une partie bicatenaire 
centrale. 

1-6-Pour la preparation d' oligonucleotides circulaires en 
s6rie ribo- (oligoribonucl6otides) k partir 
5 d' oligoribonucl6otides lin6aires, les techniques utilisables 
sont de m§me ordre que celles d6crites ci-dessus. Dependant 
il est egalexnent possible d'utiliser un enzyme, la RNA 
ligase de T4 qui est capable d'effectuer spontanement des 
circularisation d' oligonucleotides en s£rie ribo- ou 
10 d6soxyribo-. Cet enzyme permet, en presence d'ATP, de clore 
des oligonucleotides lineaires et de les convertir en 
oligonucleotides circulaires. II est done possible, sans 
matrice particuliere, et en 1' absence de tout 
oligonucleotide adaptateur de circulariser ainsi des 
15 oligoribonucieotides . Ce m§me enzyme permet egalement de 
circulariser des oligodesoxyribonucieotides, mais avec une 
efficacite beaucoup moins 61ev6e que lorsqu'il s'agit 
d f oligoribonucieotides . La RNA T4 ligase sera employee 
avantageusement pour circulariser des oligonucleotides 
20 antisens comportant une activite ribozymique, ou bien pour 
circulariser des ARN ^sens", comme par exemple les sequences 
d' interaction avec des transactivateurs de type tat de HIV. 

1-7-Les procedures decrites ci-dessus font toutes intervenir 
25 des enzymes de ligation pour former des liaisons 
phosphodiesters et clore les molecules lineaires. Pourront 
§tre utilisees pour circulariser des oligonucleotides dans 
le but de les rendre resistant & 1' action des nucleases, 
dans 1'esprit de 1' invention decrite ici, tout enzyme 
30 permettant la formation d'une liaison phosphodiester entre 
deux residus nucieotidiques, gu'il s'agisse de DNA ligases 
ou de RNA ligases. En particulier, pourront £tre utilisees 
avantageusement des enzymes thermostables, provenant 
d'organismes thermor6sistants, permettant d'effectuer des 
35 cycles successifs de ligation/dfenaturation/hybridation. 
Pourront etre utilisees pour preparer les molecules 
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0 circulaires faisant I'objet de 1' invention, soit des enzymes 
de ligation en solution, soit des enzymes fix6es sur un 
support dans le but d'augmenter le rendement de la reaction 
et/ou d'en diminuer le coat. 

Pourront 6galement etre utilis6es pour preparer les 
5 molecules circulaires faisant I'objet de 1' invention tout 
reactif chimique permettant une ligation chimique. Par 
exemple, et de fapon non limitative, pourraient etre 
utilises des r6actifs tels que le carbodiimide ou le broraure 
de cyanogene. 

10 

2 AOTRES VOIES rjrrMT flne CE PHfiPARATIOK DES aLIGONDCX£OTIDES CIRCOUIIRES 

et/oo ferm£s 

La preparation d' oligonucleotides fermfes dans un but 
15 d' application pharmacologigues, que ce soit pour des 
experimentations sur 1' animal ou pour la preparation de 
composes pharmaceutiques utilisera avantageusement des 
methodes chimiques permettant la preparation des quantites 
import antes requises. 
20 Plusieurs voies pourront Stres utilis6es, en particulier on 
pourra soit synth6tiser des oligonucleotides lineaires par 
les voies usuelles que l'on fermera ensuite par ligation 
chimique ou par une liaison faisant intervenir des 
nucleotides terminaux, soit synthetiser des oligonucleotides 
25 pouvant faire I'objet d'une cyclisation directement en 
derniere etape de la syntiiese chimique. 

2-1-^yath^Sfi rMTiHgn* ft^HmnpeltoiriM rvrl j cues 

30 Plusieurs procedures de preparation d' oligonucleotides 
cycliques ont ete d6crites (Barbato et al, 1989, de Vroom et 
al., 1988) . Ces approches, en phase liquide ou sur support, 
permettent d'obtenir de courts oligonucleotides cycliques. 
Par exemple, on peut utiliser une technique consistant a 

35 fixer un premier r6sidu nucieotidique par l r intermediaire du 
groupe amine exocyclique. A partir d'un tel support, 
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0 1' assemblage de 1' oligonucleotide peut s'effectuer 4 partir 
des deux extremit6s 3' et 5' qui sont proteges et 
disponibles. La cyclisation est effectu6e, un fois la 
synthase achev6e, en utilisant par exemple du MSNT, apr£s 
d6blocage des groupements protecteurs des deux extr6mites . 

5 

Pourront §tre utilises pour synthetiser des 
oligonucleotides cy cliques dans le but de fabriquer des 
molecules antisens ou sens r6sistantes aux exonucl6ases, 
tout proc6d£ de synthase permettant 1' elongation d'une 
10 chalne polynucl6otidique h partir des deux extr6mit6s 3' et 
5', et la reunion de ces deux extr6mites apr£s achevement de 
. 1' elongation de la sequence choisie. Pourront etre utilises 
tout procedes permettant la reunion chimique dc deux 
oligonucleotides lineaires synth6tis6s independamment et 
15 reassocies ensuite pour former une structure fermfee au moyen 
d'une reaction c h i m ique sp6cifique des extr6mit6s. 

2-2-Fftrmfttnrp et cyclisatioa dli^Jjormcl^atidM Un^aires 

20 Divers proc6des pourront etre utilises pour fermer des 
oligonucleotides lin6aires afin de former des structures 
closes faisant l'objet de 1' invention. Dans ces structures, 
l'un, 1' autre, ou les deux nucleotides terminaux seront 
engagees dans une liaison de couplage. En dehors des 

25 structures strictement circulaires decrites plus haut, et 
que 1'on pourra obtenir soit par ligation soit par tout 
autre reaction chimique, di verses d' autres structures 
fermees dej& evoquees pourront etres obtenues par couplage 
chimique . 

30 C'est le cas en particulier des structures en lasso ou l'un 
des nucleotides terminaux -avantageusement le nucleotide 3' 
terminal- est couple & l'un des nucleotides de la partie 5' 
de l f oligonucleotide. De telles structures pourront etre 
obtenues en utilisant des nucleotides modifies capables 

35 d'etablir des pontages avec d' autres parties de la molecule. 
C'est le cas egalement des structures en ballon, dans 
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0 lesquelles un pontage a 6te 6tablit par tout agent entre 
deux ou plus de deux nucleotides situfes dans les regions 
terminales de 1' oligonucleotide, ces region fetant apparies 
un petit nombre de nucleotides, pr6f6rentiellement sur 4 k 
10 nucleotides. 

5 C'est le cas egalement des oligonucleotides qui seront 
ferm6s par l f intermediaire de tout groupement, toute 
molecule ou macromoiecule permettant un couplage des 
nucleotides terminaux entre-eux, ou entre un nucleotide 
terminal et un nucleotide interne, et pouvant accroltre 

10 I'efficacite du compose en terme de son action intra- 
cellulaire antisens ou sens. A titre d'exemple, on pourra 
utiliser pour cycliser les oligonucleotide des polypeptides 
longs par exemple de 5 4 100 acldes amines, 1' enchancement 
polypeptidique devant avoir une masse suffisante pour etre 

15 reconnu par des recepteurs cellulaires et permettre une 
meilleure internalisation ou un meilleur adressage. 

IV. EXEMPIES D ' APPLICATION 

20 Les oligonucleotides ferm6s, en particulier circulaires, 
faisant I'objet de 1' invention decrite ici pourror.t §tres 
utilises dans tous les cas ou il sera avantageux de disposer 
d'un oligonucleotide pr6sentant une resistance accrue aux 
exonucieases par rapport & un oligonucleotide lin6aire. 

25 

Les oligonucleotides ferm6s, pourront en particulier etre 
utilises comme agents antisens ou sens pour agir de fa?on 
specifique sur la transcription ou la traduction de 
proteine(s) dont on desire moduler le niveau d f expression 
30 dans un but de recherche ou de therapeutique . 

Les quelques applications possibles qui sont donnes ci- 
dessous ne sont que des exenrples non-exhaustifs et en aucun 
cas limitatifs de situations dans lesquelles une approche de 
35 type antisens, ou sens, pourrait etre envisageable, et ou 
1' utilisation d' oligonucleotides naturels resistants aux 
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0 exonucl6ases et pr6sentant une toxicity des plus reduites 
offrirait un avantage. 

Plus particulierement, les conposes selon 1' invention sont 
utilisables £ titre d' agent th6rapeutique, notanment comme 
5 agent anti-viral ou anti-canc6reux, en particulier dans des 
coirpositions phaxmaceutiques pour usage topigue externe, ou 
pour usage syst6mique. 

Mais ils peuvent 6galement §tre des inducteurs d'imnruno- 
10 modulateurs naturels tels que 1' interferon. II est possible 
egalement de les utiliser en diagnostic in vitro ou in vivo 

De facon g6nerale, les oligonucleotides fenn6s, naturals et 
circulaires en particuliers, trouveront des terrains 

15 d' applications particulierement adaptes dans le domaine de 
la dermatologie en raison de 1' accessibility des cibles £ 
traiter, et de la toxicite mineure ou inexistante de ces 
composes. Toutes les affections dermatologiques, pouvant 
relever d'un mecanisme de dysfonctionnement g6n6tique pour 

20 lesquelles on pourra identifier un facteur etiologique, en 
connaltre la sequence du gene, et/ou de l'ARN messager 
permettra d'envisager potent iellement une approche anti- 
sens, -ou m&me une approche ^sens" dans certains cas 
favorables-. 

25 L' utilisation d' oligonucleotides naturels, done pr£sentant 
la toxicity la plus rfeduite, permet d'envisager la 
possibility de ce genre d' approche pour des affections 
graves ou mineures, et m£iae eventuellement pour des 
utilisations de type cosm6tologigues, c'est-&-dire sur peau 

30 saine, et dans un domaine d' application ou les toxicites des 
produits doivent etres les plus basses possibles. 

A cdt6 des cibles virales dfefinies plus loin, de nombreuses 
maladies dermatologiques pourraient etres traitees par des 
35 oligonucleotides naturels circulaires ou fennes resistants 
aux exonucieases . Panni les cibles potentielles de telles 
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0 approches, on peut noter les maladies inflaxmnatoires telles 
que les dermatites atopiques ou le lupus ferythemateux, les 
maladies de la kferatinisation comme l'ichtyose et le 
psoriasis, et les maladies tumorales comme le mfelanome ou le 
lyn^home T cutane. Ainsi par exenple, des oligonucleotides 
5 antisens circulaires appligu6s k la dermatologie pourraient 
etre diriges contre des ARN messagers de mfediateurs de 
1' inflammation comme des inter leucines, contre des KNA 
messagers de proteines impliqufees dans les troubles de la 
proliferation des cellules epidermlques , ou bien contre des 
10 ARN . messagers codant pour des proteines impliques 
6ventuellement dans le vieillissement cutane pb6notypique, 
comme par exemple la collag€nase, 1' diastase, les 
transglutaminases . 

15 De facon plus generale, les oligonucleotides fermes, 
naturels et circulaires principalement, pourraient par 
exemple Stre utilises comme agents antiviraux, antisens, ou 
sens, que ce soit pour des indications topiques 
(dermatologigues) ou pour des indications syst6miques. Par 
20 exemple, de tels oligonucleotides pourraient etres utilises 
comme agents anti-herp6tiques (HSV 1 et HSV 2, CMV, EBV) , 
comme agents anti-papillomavirus (HPV cutan6s, g6nitaux, 
larynges ou autres) , comme agents anti-h6patites (HBV, HCV, 
HDV), comme agents anti-ETV (HIV-1 et HIV-2), comme agent 
25 anti-HTLV (HTLV-1 ou HTLV-2) , etc. . 

Ces oligonucleotides circulaires, pourraient egalement €tre 
utilises comme agents de repression de 1' expression de 
certaines proteines cellulaires direct ement responsables ou 
impliquees dans 1'etiologie de maladies de la proliferation 
30 et de la dif ferenciation cellulaire. Par exemple, ces 
oligonucleotides circulaires pourraient §tre diriges contre 
1' expression d' oncogenes cellulaires hyper-exprimes ou 
exprimes de fapon incontrSies dans des types cellulaires 
tumoraux (RAS, ERB, NED, SIS, M5TC, MYB,etc...). 
35 En particulier, ces oligonucleotides circulaires naturels 
resistants aux exonucieases seriques pourraient §tres 
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0 utilises comme agent antisens diriges contre des ARN 
messagers d' oncogenes exprim&s dans des cellules leucemiques 
et impliqu6s dans leur proliferation/ ou bien comme agents 
"sens* diriges contre des proteines 4 affinite pour 
certaines sequences de l'ADN et exprimees & des niveaux 

5 pathologiques dans certaines de ces maladies prolif6ratives. 
Dans le cadre du trait ement de certaines leuc&mies, pour des 
greffes de moelle, les oligonucleotides ferm6s, circulaires, 
pourront etres utilises dans le cadre d' applications ^ex 
vivo" . 

10 

Pour ces nombreuses indications, des formulations gaieniques 
ad6guates pourront etres etablies afin d'optimiser la 
deiivrance de ces molecules & leurs cellules cibles. \insi, 
par exemple, des oligonucleotides ferm6s, circulaires en 

15 particulier, pourront etres encapsulfes dans des liposomes, 
des n an o-part icules , des particules LDL, ou dans tout autre 
type de micro-sphere permettant une conservation adequate, 
et favorisant le ciblage. Les molecules oligonucl6otidigues 
ferm6es, circulaires par exemple, pourraient egalement etre 

20 associ6es £ des agents surfactants cationigues. II est bien 
evident que ces quelques exemples ne sont ni exhaustifs ni 
limitatifs. - 

Les oligonucleotides fermes, circulaires en particulier r 
25 faisant 1'objet de 1' invention d6crite ici, sont done 
susceptibles d' etres inclus dans toutes sortes de 
preparations pharmaceutiques, k des concentrations variables 
selon les indications. 

En particulier, les applications dermatologiques evoquees 
30 plus haut exigeront la preparation de cremes, solutions, 
emulsions, lotions, gels, sprays, poudres, aerosols, etc., 
prepares en associant 1' oligonucleotide circulaire -ou 
ferme- de sequence choisie, avec les composants 
pharmaceutigues usuels entrants dans la conposition de ces 
35 produits. Par exemple, pour des preparations destinees a des 
applications topiques en dermatologie, les oligonucleotides 
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0 circulaires, ou ferm6s, pourront §tre associ6s £ toutes 
sortes d' agents de preservation, comme l'hydroxybenzoate de 
methyle ou de propyle, le chlorure de benzalkonium par 
exemple, et & d'autres agents de stabilisation, 
d' emulsif ication, de dispersion, de suspension, de 
5 solubilisation, de coloration, d' 6paississement , de 
fragrances, etc- . . 

On doit noter que certaines de ces compositions, en 
particuiier les compositions destin6es k des applications 
topiques pour des indications en dermatologie, pourront 

10 associer & la fois des oligonucleotides circulaires -ou 
ferm£s- avec d'autres principes actifs comme par exemple des 
agents bactferiostatigues, ou antiseptiques, ou 
antimicrobiens, ou antibiotiques, ou analgesiqucs, ou 
antipruritiques , etc • . . 

IS Tous ces exemples ne sont donn6s que pour illustrer le 
propos et ne sont ni exhaustifs ni limitatifs. 

V. PROPRIETES ET AVftNXAGES DES OLIGONDCLEOTIDES FERMES 

20 Les exemples expdrimentaux sont donnas ci-dessous pour 
illustrer les avantages d'un oligonucleotide ferm§ sur un 
oligonucleotide ^ouvert", lin6aire, de mfime sequence. Ces 
exemples sont tires d' experiences r6alis6es avec des 
oligonucleotides circularises selon le procede indique dans 
25 la partie *obtention des oligonucleotides ferities", 
paragraphe 1-3. Les oligonucleotides ferm6s dont il est 
question ici sont done des oligonucleotides circulaires, 
composes de nucleotides naturels, reli6s entre eux par des 
liaisons phosphodiester non modifiees. 

30 

La description et les exenples font reference aux figures 
ci-annexees sur lesquelles portent les 16gendes suivantes : 

Figure 1: 

35 

A-Exemples de structures d' oligonucleotides antisens fermes. 
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0 B-Exenrples de structures d ' oligonucleotides sens fermfes. 

C-Mol6cule mixte pouvant exercer un effet sens et antisens. 

D-Structure des bases composant les oligonucleotides et 
5 structure de la liaison phosphodiester reliant les 
nucleotides naturels entre eux. 

Figure 2: 

10 A-Repr6sentation schematique de certaines des modifications 
pouvant §tre utilisees pour accroltre la stability de la 
liaison phosphodiester et en particulier sa resistance aux 
endonucieases . 

15 B-Representation de quelgues agents reactifs de type 
intercalants pouvant etres couples aux oligonucleotides 
antisens . 

Figure 3: 

20 

Exentple d'un ribozyme circulaire comportant le site 
catalytique dit *en et une boucle d'ARN pouvant etre 
compl6mentaire k une sequence cible. 

25 Figure 4: 

A-Representation schematique d'un oligonucleotide circulaire 
compose de nucleotides naturels relies entre-eux par des 
liaisons phosphodiesters non modifiees. 

30 

B-Repr6sentation schematique d'un nucleotide ferm6 en lasso 
avec extremite 5' libre et extremite 3' bloquee dans le 
pontage intra-catenaire. 



35 
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0 C-Repr6sentation sch6matigue d'un oligonucleotide ferme en 
ballon, avec une liaison intra-cat6naire 6tablie entre les 
p6nulti6mes nucleotides terminaux 5' et 3' . Ce type de 
structure peut comporter une ou plusieurs liaisons 
intercatenaires entre l'une quelconque des paires de 

5 nucleotides appari6s form ant la queue du ballon. 

D-Representation sch6matique d'un oligonucleotide ferme par 
un peptide (oligopeptide) . 

10 E-Representation sch6matique d'un oligonucleotide circulaire 
comport ant une extension peptidique laterale. 

Figure 5: 

15 A-Representation sch6matique d'un oligonucleotide ferme, 
circulaire, comportant une region bicatenaire auto-appariee 
partielle. 

B-Representation schematique d'un oligonucleotide ferme, 
20 circulaire, compose d f une longfue sequence bicatenaire auto- 
appariee (sequence de reconnaissance d'un facteur de 
transcription par exemple) et de deux boucles de jonction 
poly(T). 

25 Figure 6- 

A-Circularisation d'un oligonucleotide lin6aire en utilisant 
un oligonucleotide partiellement compl6mentaire comme guide 
et la ligase de T4. 

30 

B-Circularisation d'un oligonucleotide lin6aire en utilisant 
un oligonucleotide partiellement compl6mentaire comme guide 
fixe sur un support et la ligase de T4. 

35 C-Circularisation d'un oligonucleotide comportant une region 
d'auto-appariement au moyen de la ligase de T4. 
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D-Exemple de reaction bimol6culaire entre deux 
oligonucleotides auto-apparies et presentant des bouts 
cohesifs, permettant de g6n6rer un oligonucleotide port ant 
une longue region bicatenaire et deux boucles d' adaptation. 

5 

Figure 7: 

A-Autoradiographie d,'un gel de polyacrylamide sur lequel on 
a fait migrer divers oligonucleotides (circulaires et 
10 lineaires) apres traitement par diffferents enzymes 
exonucieolytiques . 

La sequence de 1' oligonucleotide c7 est celle d6crite dans 
la .Figure 6C; les oligonucleotides cS et c8 sont composes de 
sequences differentes mais pouvant adopter le m§me type de 
15 structure que c7, c'est-^-dire line structure fermee avec 
partie bicat6naire centrale. 

Les conditions de ligation des oligonucleotides c6, c7 et c8 
sont celles d6crites dans ~Propri6t6s et avantages des 
oligonucleotides ferm6s -1*. 1 fig. d' oligonucleotide 

20 radioactif provenant de la reaction de ligation (pistes 5 a 
8) ou 1 iig d f oligonucleotide lin6aire correspondant (pistes 
1 £ 4) ont 6te analyses sur gel de polyacrylamide 15%/7M 
uree sans traitement posterieur (pistes 4 et 5) , ou apres 
incubation avec la phosphatase alcaline (pistes 3 et 6) , 

25 avec 1' exonuciease VII (pistes 2 et 7) ou avec la 
phosphodiesterase I (pistes 1 et 8) dans les conditions 
d6crites dans ^Propri6t6s et avantages des oligonucleotides 
fermes -2" . 

L indique la position de migration des oligonucleotides 
30 lineaires ; F indique la position de migration des 
oligonucleotides ferroes. 

B-Autoradiographie d f un gel de polyacrylamide sur lequel on 
a fait migrer des oligonucleotides lineaires ou circulaires 
35 apres incubation en presence de serum. 

1 \ig de 1' oligonucleotide radioactif c7 ( dont la sequence 
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0 est donn6e en figure 6C) linfeaire (L) ou fenne (F) , ont ete 
prepares et purifies comme d6crit dans *Propriet6s et 
avantages des oligonucleotides fermfes-l^. Aprfcs incubation k 
37° C pendant les temps indiqu6s en presence de DMEM 
contenant 10% serum de veau foetal, les produits ont 6te 
5 analyses sur gel de polyacrylamide 15%/7M ur6e dans les 
conditions detainees dans *Propriet6s et avantages des 
oligonucleotides fermes-3". 

C-Reprdsentation graphique de la degradation (mesuree par 
10 analyse sur gel comme deer it prec6demment) des 
oligonucleotides c7L (lineaires) et c7F {circulaires) apres 
incubation dans 10% de serum de veau foetal, comme decrit 
precedemment, du temps t«0 au tenqps t=96 heures Pour 
obtenir une quantification, les fragments de gel 
15 correspondant aux localisation des bandes, observes par 
autoradiograpliie, ont ete d6coup6es et leur radioactivite 
mesuree par comptage dans un compteur k scintillation. On 
eacprime les result ats en pourcentage de degradation par 
rapport k la radioactivite du temps t=0. 

20 

Figure 8: 

A-Autoradiographie d'un gel de polyacrylamide non denaturant 
sur lequel on a fait migrer des oligonucleotides lineaires 
25 ou circulaires apr£s hybridation avec des oligonucleotides 
comportant .des sequences complement aires, en serie 
desoxyribo- ou ribo-. 

300 ng de l f oligonucleotide radioactif c7 ferme (F) ou 160 
ng de 1' oligonucleotide c7 lineaire (L) ont 6t6 incubes avec 

30 des quantites croissantes d'un oligonucleotide non 
compiementaire (pistes a k g) ou d'un oligonucleotide 42-mer 
(12; pistes h & n) compiementaire de 21 nucleotides de la 
grande boucle de c7 (Figure 6C) . La quantite 
d' oligonucleotide froid ajoutee est de 0 (pistes a et h), 30 

35 ng (b et i) , 60 ng (c et j) , 150 ng (d et k) , 300 ng (e er 
1) r 750 ng (f et m) ou 1500 ng (g et n) . Apr£s hybridation 
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0 dans les conditions dfecrites dans *Propri6tes et avantages 
des oligonucleotides fermfes-W, les produits ont ete 
analyses sur gel non d6naturant de polyacrylamide 20%. 
Les filches indiquent les positions des oligonucleotides c7 
ferme (F) , linfeaire (L) et des hybrides c7L/12 et C7F/12. 

5 

B-Autoradiographie d'un gel de polyacrylamide denaturant sur 
lequel on a fait migrer des oligonucleotides linfeaires ou 
circulaires hybrid6s ou non avec des oligoribonucieotides 
comportant une region corapl6mentaire puis traites i la 
10 nuclease SI. 

300 ng de 1' oligonucleotide c7 ferme (F) ou lin6aire (L) , 
synthetises et purifies comme decrit dans la Figure BA, ou 
300 ng d'un oligonucleotide froid 42-mer (12) oi.t ete 
incubes avec 1 ng d'un ARN long de 43 nucleotides trans crit 
15 in vitro et marque au 32 P & haute activite specifique 
(^Proprietes et avantages des oligonucleotides fermes-4-2") . 
L'ARN 43-mer comporte 27 bases compiementaires des 21 
nucleotides de la grande boucle plus 6 nucleotides de la 
region auto-appari6e de c7F (Figure 6C) ; il est aussi 
20 compiementaire de 37 bases de 1' oligonucleotide 42-mer 12. 
Apr£s hybridation, les produits sont analyses sur gel de 
polyacrylamide 20%/7M uree directement (piste 1) ou apres 
incubation de 3 minutes (piste 3) ou 30 minutes (piste 4) en 
presence de la nuclease 51 ou 30 minutes en absence de 
25 nuclease 51 (piste 2) dans les conditions decrites dans 
^Proprietes et avantages des oligonucleotides ferm6s-4-2' r .La 
partie gauche de la figure (— ) montre les resultats obtenus 
avec l'ARN 43-mer incube seul. 

Piste 5: ARN 43-mer n'ayant subi aucun traitement posterieur 
30 & la transcription. 

Les fieches indiquent les positions des oligonucleotides ARN 
43-mer, c7 ferme (F) , c7 lin6aire (L) ainsi que celles des 
ARN proteges (RNA 37, 27 et 21) . 

35 C-Autoradiographie d'un gel de polyacrylamide denaturant sur 
lequel on a fait migrer des oligonucleotides lineaires ou 
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0 circulaires bybrides ou non avec des oligoribonucieotides 
conpartant une region compiementaire et que 1'on a ensuite 
trait6s a la RNase E. 

Les oligonucleotides testes CKNA 43, c7F , C7L et 12), ainsi 
que les conditions d r hybridation, sont les m§mes que ceux 
5 decrit dans la Figure 8B. Apr£s hybridation, les produits de 
la reaction ont 6t6 incub&s en absence (-) ou presence (+) 
de la KNase E et.ont ete analyses sur gel de polyacrylamide 
20%/7M uree dans les conditions decrites dans ^Proprietes et 
avantages des oligonucleotides fermfes-S*. Les filches 
10 indiquent les positions de l'ARN 43-mer, c7 fermfe (F) ou c7 
linfeaire (L) . 

Figure 9 : 

15 Analyse des effets d' oligonucleotides lineaires ou 
circulaires sur la croissance cellulaire. 

Figure 10 : 

20 Etude des effets inhibiteurs d f oligonucleotides antisens 
lineaires ou circulaires sur la multiplication du virus HSV- 
1. 

Figure 11 : 

25 

Gel de retard illustrant la fixation du facteur de 
transcription HNF-1 par des oligonucleotides de type sens, 
lineaires bicatenaires ou fennes circularisation. Les 
abbreviations utilisees dans cette legende se referent a la 
30 nomenclature utilisee dans l'exemple 7. 

01 HNF-1 LB sans extrait nucieaire 

02 HNF-1 LB +lp.g extrait nucieaire de foie 

03 HNF-1 Cl sans extrait nucieaire 

35 04 HNF-1 Cl +lfig extrait nucieaire de foie 
05 HNF-1 Cl non ligu6 sans extrait nucieaire 
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0 06 HNF-1 CI non ligufe +lpg extrait nuclfeaire de foie 

07 HNF-1 C2 sans extrait nuclfeaire 

08 HNF-1 C2 +l|ig extrait nuclfeaire de foie 

09 HNF-1 C2 non ligufe sans extrait nuclfeaire 

10 HNF-1 C2 non ligufe +l^ig extrait nuclfeaire de foie 
5 11 HNF-1 C3 sans extrait nuclfeaire 

12 HNF-1 C3 +lfi-g extrait nuclfeaire de foie 

13 HNF-1 C3 non ligufe sans extrait nuclfeaire 

14 HNF-1 C3 non ligufe +lpg extrait nuclfeaire de foie 



10 HNF-1C1/ C2, C3 reprfesentent 3 prfeparations diffferentes de 
l'oligonuclfeotide sens HNF-1 C. 

Sxeinple 1 

QbtfilltiQn dlQligQimclfeQLidfiS faxmfeS comportant une rfeoion 
15 ri'gml-n»T»aH«ni»nt an moven df* la ADN Hmsft rte T4 . 

Les conditions experimentales permettant la 
fermeture/ligation efficace des oligonuclfeotides dont les 
sfequences sont donnfees dans la Figure 7A sont les suivantes: 

20 11 jiM d' oligonuclfeotide linfeaire marqufe en 5' avec du g 32 P 
ATP (150 Jig; activitfe spfecifique= 2-3 xlO 5 cpm/Jlg) , 50 mM 
Tris-HCl pH 7.8 r 10 mM MgCl 2 , 20 mM DTT, 1 mM BSA sur M ATP 
et 10.000 unitfes de l'ADN ligase de T4 {2.000 u/p.1; New 
England Biolabs) dans un volume total de 1 ml. Apres 

25 incubation pendant 48 heures k 4°C, les mfelanges de 
reaction sont extraits au phfenol/chlorof orme/alcool 
isoamilique, prfecipitfes k I'ethanol absolu, lavfes k 
l'ethanol 80% et sfechfes. Les produits de ligation sont 
ensuite sfeparfes de l'oligonuclfeotide non ligufe par 

30 felectrophorfese dfenaturante en gel de polyacrylamide 20%/7 M 
urfee. Les positions des oligonuclfeotides peuvent etre 
observfees directement par interfference de fluorescence en 
irradiant k 212 nm le gel placfe sur une plague contenant un 
chromophore fluorescent aux ultraviolets, ou bien par 

35 autoradiographic. L'oligonuclfeotide monomferique ligufe se 
caractferise par une migration ralentie par rapport k son 
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0 homologue non ligue (Figure 7A et B) . Les bandes 
correspondantes a 1' oligonucleotide monomferique fenn6 et k 
son homologue linfeaire non ligue sont excis6es du gel, et 
l'ADN est isoie par les techniques classiques d' extraction 
de gels de polyacrylamide. Dans le cas des sequences 

5 consider6es , le rendement de formation de 1' oligonucleotide 
monomferique fermfe est de 1'ordre de 65 k 75%. 
Alternativement, les produits de la reaction de ligation 
peuvent etres analyses sans purification prealable, 
direct ement apr£s inactivation de la ADN ligase en chauf fant 
10 le milieu de ligation pendant 2 minutes k 90° C 

Ssfigpig 2 

R^jfitanrfi Hps n Hyftnuclfentides MrculairfiS en Shrift 
gtesnyyrihft- artv mirl^afiftfi g£ aux phosphatases 

15 

Nous avons compare la resistance des oligonucleotides 
circulaires et lin£aires k 1' action de la phosphatase 
alcaline (phosphomonoest6rase hydrolysant les phosphates 3' 
et 5' de 1' ADN et de 1'ARN) r de 1' exonuciease VII 

20 (exod&soxyribonuclfease dig6rant 1'ADN monocat6naire depuis 
les deux extremites 3' et 5' ) , et de la phosphodiesterase I 
(exonuciease digerant 1'ADN.ou l'ARN k partir du 3 r OH) 
Pour cette experience, les oligonucleotides 5' 32 P dont les 
sequences sont indiqu6es dans la Figure 7A ont 6t6 prepares 

25 comme decrit ci-dessus (paragraphe 1) . Aprfes ligation, les 
melanges reactionnels ont 6t6 chauf fes pendant 2 minutes k 
90° C afin d'inactiver 1'ADN ligase. 

1 fig d' oligonucleotide provenant de la reaction de ligation 
ou 1 fig de 1' oligonucleotide lin6aire homologue, non- 
30 circularise et utilise k titre de temoin, ont ete incubes k 

37°C dans un volume de 10 jil de 50 mM Tris HC1 pH 7.5, 10 mM 
MgCl 2 , 20 mM DTT en presence de 1 unite de phosphatase 
intestinale de veau (CIP) ou de 1 unite d' exonuciease VII de 
E.coli pendant 1 heure, ou de 5 x 10~^ unites de 
35 phosphodiesterase I de Crotalus durissus pendant 10 minutes. 
Apres incubation, les produits de la reaction sont analyses 
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0 sur gel de polyacrylaxnide 15% dans des conditions 
denaturantes . Le r6sultat du gel est presente en Figure 7A. 
On observe sur l'autoradiographie de ce gel que: 

-les oligonucleotides ferm6s circulaires sont 
r6sistants k la phosphatase alors que les oligonucleotides 
5 lin6aires y sont sensibles; 

-les oligonucleotides ferm£s circulaires sont 
r6sistants k 1' action de 1 ' exonuciease VTI alors que les 
oligonucleotides lin6aires y sont sensibles; 

-les oligonucleotides ferm6s circulaires sont 
10 resistants k 1' action de la phosphodiesterase I alors que 
les oligonucleotides lineaires y sont sensibles. 

Cette experience montre que les oligonucleotides pi Spares 
comme indique plus haut sont bien des molecules circulaires 
15 fermees de fapon covalente, et que ces molecules presentent 
une resistance totale aux enzymes exonucl6olytiques. 

Eaaeaplg 3 

Resistance des al iaomic.ltnt j des rir^lairftfi fprm^ ai1v 
20 rturlAases g£riqueg 

Les oligonucleotides ferm6s circulaires presentent une 
resistance k la degradation nucl6olytique sup6rieure k celle 
des oligonucleotides lineaires lorsqu'ils sont incubes en 
25 presence de serum. 

1 M-g d' oligonucleotide ferme et 1 (ig d f oligonucleotide 
lineaire correspondant, prepares et purifies apres ligation 
comme decrit dans le paragraphe 1, sont incubes k 37° C dans 
10 |il de milieu DMEM contenant 10% de serum de veau foetal. 

30 La cinetique de la reaction est suivie jusqu'i 96 heures, et 
les preievements effectues en fonction du temps analysee sur 
gel de polyacrylaxnide 15% en conditions denaturantes. 
L' autoradiographic d'un gel d' analyse de la degradation sur 
24 heures est presente en Figure 7B. 

35 La figure 7-C est la representation graphique d'une etude 
sur 96 heures de la degradation d'un oligonucleotide 
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0 lin6aire (c7L) en comparaison avec la degradation d'un 
oligonucleotide circulaire (c7F) dans les conditions 
decrites ci-dessus. Ce graphique met en Evidence les 
differences considerables de stabilit6s entre ces deux types 
d' oligonucleotides . 

5 Ces experiences pennettent de tirer les conclusions 
suivantes : 

-les oligonucleotides lineaires sont rapidement 
degrades par les nucleases du serum. La degradation 
intervient d&s les premieres minutes de l f incubation, et est 
10 complete apres quelques heures; 

-le temps de demie-vie d'un oligonucleotide lineaire 
normal f non modifie, est tr6s inferieur k 1 heure, cette 
duree pouvant varier 16gerement en plus ou en moins selon 
les serums utilises; 
15 -la degradation des oligonucleotides lin6aires est 

processive, et on observe 1' apparition de produits de 
degradation de longueur d6croissante, devenant de plus en 
plus courts en fonction du temps, ce qui indique que la 
degradation est principalement le fait d' exonucieases, et en 
20 particulier de 3' . exo; 

-en revanche, les oligonucleotides fermes sont 
resistants k la nucieolyse par les enzymes seriques, et 
moins de 60% de conversion en produits de degradation est 
observee meme aprfes 96 heures (4 jours) d' incubation k 37° C. 
25 -le temps de demie-vie d'un oligonucleotide circulaire 

ferine dans le serum est trfes sup6rieur 4 24 heures. 

Ces resultats confirment que la degradation des 
oligonucleotides antisens dans le serum est principalement 
30 le fait d'exonucl6ases et non pas d' endonucieases et mettent 
en evidence la resistance k la degradation des 
oligonucleotides ferm6s. 

Des oligonucleotides fermes naturels, ne portant pas de 
35 modifications chimiques particulieres f present ent une 
resistance aux nucleases seriques similaire k la resistance 
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0 decrite pour des dferivfes modifies. Cette experience montre 
done que dans des condition standards d' incubation 
d' oligonucleotides en presence de s6rum, les 
oligonucleotides fermes qui font l'objet de ce brevet 
presentent un avantage notable sur les oligonucleotides 
5 lineaires. 

Example 4 

Hybridation d' oligonucleotides f er mfe« gp afccifi d^sovyHhft- 
aver do 1 ' &nTJ of dP V A*M 

10 

Pour presenter un effet antisens, les oligonucleotides 
antisens doivent pouvoir hybrider avec leur cible dans des 
conditions de stabilite satisfaisante. Nous avons analyst 
1' hybridation entre des oligonucleotides ferm6s et des 
15 polynucleotides portant des sequences compl6mentaires, soit 
en serie ribo- soit en s6rie d6soxyribo-. 

Exempli 4-1 

MiRP en frvldenne dft 1 'hybridation Pnfr* vm QligQmiCl^QLldS 
20 ferme et: m ADM H^^r> 

On incube 300 ng d' oligonucleotide circulaire £erm§, prepare 
et purifie comme d6crit ci-dessus, -ou 160 ng de 
1' oligonucleotide homologue lin6aire & titre de t6moin- avec 
25 un oligomer froid long de 42 nucleotides comportant une 
sequence de 21 nucleotides compiementaire aux 21 bases 
formant la grande boucle dans la structure fermee (voir la 
sequence de la Figure 6C) Les rapports molaires entre 
1' oligonucleotide marqu6 et 1' oligonucleotide compiementaire 
30 froid varient de 10:1 k 1:5 1/ hybridation se fait pendant 1 
heure k 37° C dans IX SSC (150 mM NaCl, 15 xnM Na 3 citrate / pH 
7.0). Apres incubation , les produits sont analyses sur gel 
de 20% polyacrylamide non denaturant. Les resultats de 
1' autoradiographic du gel sont presentes en Figure 8A. 
35 On observe sur ce gel que les cinetiques de d6placement des 
bandes entre les positions monocatenaire et bicatenaire sont 
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0 idexrtigues pour les oligonucleotides lin6aires et les 
oligonucleotides ferm6s. Ce r6sultat signifie que les 
efficacites d f hybridation entre un oligonucleotide ferm6 et 
un ADN complementaire sont identigues i celles d'un 
oligonucleotide lineaire avec une sequence complementaire. 

5 

Bxeinple 4-2 

raT-^nyr-aph^ dg 1 'hybrid bM on enrrft un oligonucleotide ferm6 
fit an ftRN linfrairft 

10 L' experience suivante consiste & analyser par la technique 
de protection & la nuclease SI la position des regions 
bicatenaires lors de 1' hybridation entre un 
desoxyribonucieotide ferm6 et un oligoribonucl*otide 
comport ant une sequence qui est complementaire & la region 
15 en boucle de 1' oligonucleotide ferme. La nuclease SI est une 
endonuciease specifique des acides nucieiques simple brin, 
qui ne digfere que les sequences non appari6es. C'est un 
enzyme qui permet de cartographier les regions qui sont sous 
forme bicatenaire et de les diff6rencier des regions 
20 mono cat enaires . 

On incube un oligonucleotide ferme, synthetise et purifie 
comme decrit plus haut, avec un ARN lineaire long de 43 
nucleotides, comportant une sequence de 27 bases 
compl6mentaires aux 21 nucleotides de la boucle de 
25 1' oligonucleotide ferme et 4 6 des nucleotides engages dans 
la region auto-appariee (voir la sequence de la Figure 6C) . 
Cet ARN a 6t6 transcrit par 1'ABN polymerase de T7 h partir 
d'une matrice synthetique et marque avec de l'a 32 P ATP k une 
activite specifique eievee (2,3 x 10 8 cpm/jLg) . Apres 
30 transcription 1' ARN transcrit est purifie par eiectrophorese 
sur gel de polyacrylamide 15%/7 M ur6e, elue du gel et 
pr6cipite & 1'ethanol, puis suspendu dans de l'eau. 
Aprfes incubation pendant 1 heure & 37° C de 300 ng 
d' oligonucleotide ferme ou de son homologue lin6aire avec 1 
35 ng d'ARN dans 0,15 M NaCl, 0.1 M Hepes pH 7.9, 0.3 mM EDTA, 
on dilue le melange de reaction 10 fois dans 50 mM NaCl, 33 
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0 mM acetate de sodium pH 4.4 et 30 JIM 2nS04 et on ajoute 4 
unites de nuclease SI. On preieve des aliquotes apr£s 3 
minutes et 30 minutes de digestion & 37° C et on analyse les 
produits obtenus sur gel de polyacrylamide 20% dans des 
conditions dteaturantes . A titre de contr61e f on a 6galement 

5 incube dans des conditions identiques 1'ARN radioactif en 
presence d'un oligonucleotide lin6aire complement aire & 
l'ARN sur 37 nucleotides. 

Les rfesultats de cette experience sont pr6sentes en Figure 
8B 

10 On observe sur ce gel que: 

-L'ARN incube en l r absence d' oligonucleotide 
compiementaire ou en presence d'un oligonucleotide non 
compiementaire, est ef f ectivement non hybrid et 
compietement diger6 par la nuclease SI; 
15 -l'ARN incube avec un oligonucleotide lineaire contrSle 

est protege de la digestion sur une longueur de 37 
nucleotides f ce qui correspond & la longueur des sequences 
complement aires; apr6s 30 minutes d' incubation le profil de 
protection se d6place vers des bandes centrees autour de 
20 deux bandes majoritaires de 35 et 34 nucleotides, 
respectivement ce qui peut correspondre h une ""respiration" 
de la molecule bicat6naire; 

-l'ARN incub6 avec 1' oligonucleotide ferme pr6sente un 
profil de protection caract6ristique f avec plusieurs bandes 
25 reparties selon une distribution centr6es autour d'une bande 
de longueur de 27 nucleotides correspondant & la bande 
majoritaire; aprfes 30 minutes d' incubation les bandes 
proteges majoritaires se situent au niveau de 20 et 21 
nucleotides; 

30 -le profil de protection observe lors de 1' incubation 

de l'ARN avec un oligonucleotide de m§me sequence que 
1' oligonucleotide circularise, mais lineaire est identique & 
celui de 1' oligonucleotide circularise; 

-le schema de protection de l'ARN par l f oligonucleotide 

35 ferme montre done que 1' hybridation entre l'ARN et la boucle 
circulaire de 1' oligonucleotide s'effectue sur une longueur 
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0 optimale de 21 nucleotides, comprenant ainsi la totality de 
la boucle. L'ARN compl6mentaire peut m§me deplacer les 
nucleotides apparies dans la partie bicatdnaire de 
1' oligonucleotide pour s'y hybrider. 

5 Cette experience demontre que 1' hybridation entre un 
oligonucleotide ferine et un ARN comportant une region 
complement aire e la boucle peut se realiser dans des 
conditions de temperature et de force ionique standard et 
que l'hybride ainsi form6 presente les caract6ristique 
10 normales d'une molecule bicat6naire r6sistante 4 la nuclease 
SI. 

FfKemple 5 

Ar^^-tnn TarrtATrtr* T^Nssf> h oar un hvhrl rip, fonnft mtrft 
15 m oligonucleotide circularise fernfi et hp akn UnSairR 

On sait que les effets antisens d' oligonucleotides 
compiementaires k un ARN messager sont, dans de nombreux 
cas, le resultat d'une action de la RNase H cellulaire sur 

20 le substrat ainsi forme. La RNase H est une activite 
enzymatique qui degrade l'ARN lorsqu'il se trouve sous la 
forme d'un hybride ARN/ADN. Nous avons done verifiS que 
1' hybridation entre un oligonucleotide antisens ferme et un 
ARN lin6aire creait bien un substrat pour la RNase H. 

25 La structure de l'ARN lin6aire utilise pour cette experience 
ainsi que sa preparation ont 6t6 d6crites au paragraphe ci- 
dessus. 

L' hybridation de 300 ng d' oligonucleotide ferme ou de son 
homologue lin6aire avec 1 ng d'ARN radioactif (2,3 x 10 8 

30 cpm/fig) comportant une r6gion conpiementaire 4 la partie en 
boucle de 1' oligonucleotide antisens est realisee dans les 
conditions decrites dans le paragraphe 4-2. Ces conditions 
assurent une hybridation de la totalit6 de l'ARN A l'ADN 
complement aire. On dira que la reaction d' hybridation est 

35 ^conduite" par l'ADN. Aprhs incubation, on dilue 10 fois le 
volume, en ajustant le tampon d' incubation k 20 mM Tris HC1 
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0 pH 7.5, 100 mM KC1, 10 mM MgCl 2 , 0*1 mM DTT, et on ajoute 2 
unites de RNase H. On incube £ 37° C pendant 20 minutes et on 
analyse les produits de la reaction conme ci-dessus. Les 
r6sultats du gel sont pr6sent6s dans la Figure BC. 
On observe sur ce gel que: 

5 -1'ARN marque non hybride avec une sequence d'ADN 
compiementaire est compietement resistant & 1' action de la 
RNase H; 

-1'ARN marque, long de 43 nucleotides, hybride avec un 
oligonucleotide lin^aire contrSle compiementaire & 37 bases 

10 de 1'ARN devient - partiellement sensible A Inaction de la 
RNase H, et donne des produits de degradation; 

-1'ARN marque hybrids avec un oligonucleotide ferme, 
dont la boucle est compiementaire k 21 nucleotides cet 
ARN, devient tr£s sensible A 1' action de la RNase H et donne 

15 une serie de produits de degradation dont les longueurs sont 
compatibles avec les analyses de protections k la SI 
decrites dans le paragraphe ci-dessus. 

En fait 1' experience d' induction de substrat pour la RNase H 
20 est 1' image en miroir de 1' experience de protection & la SI 
et les resultats obtenus dans les deux cas sont tour & fait 
coherents, indiquant k la fois des positions d'hybridations 
similaires et montrant qu'un substrat pour la RNase H peut 
§tre cree par hybridation entre un ARN lineaire et un 
25 oligodesoxyribonucl6otide circulaire. 

Cette experience montre done qu'un ARN lin6aire hybride 
partiellement e un oligodesoxyribonucieotide ferme devient 
un substrat pour la RNase H, ce qui implique qu'un ADN 

30 circulaire hybride & un ARN messager cible peut exercer un 
effet antisens par le biais de 1' action de cet enzyme sur un 
substrat ainsi g6nere, De plus, cette experience montre 
egalement que, dans des conditions experimentales de 
concentration identiques, le substrat ARN /ADN circulaire 

35 donne lieu & une degradation plus importante par la RNase H 
que le substrat ARN/ADN lineaire. Dans des conditions 
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0 identiques, toutes choses etant egales par ailleurs, les 
oligodesoxyribonudeotides antisens circulaires presentent 
done un avantage supplemental^ sur les oligonucleotides 
antisens lineaires. 



5 ffXEMPIB g 

In h ibition H ° la m nirir 1 -' r ' a, "' nn sijaa hpt-p^s Simples type 
3 fff^ywi) n Tig»rmro»r»HrtPB antisens r1 nail wire s . 

L' oligonucleotide GT, dont la sequence est donnee ci-dessous 
10 a ete synthetise, circularise ou non, et utilise dans les 
experiences decrites ici, soit sous forme lineaire, soit 
sous forme circulaire. 

15 

S ^ aaence «f eizailailaatiaa Llaligonucl^otide gT 

Sequence de GT:5' GTG GGA CGT TCC TCC TGC GGG A&G CGG C 3' 

20 Pour permettre une circularisation chimique efficace, 
1' oligonucleotide GT a ete synthetise sous forme 3'P, et 
circularise en positionnant les extremites 5' et 3'P par 
hybridation avec 1' oligonucleotide de sequence partiellement 
complementaire suivante: 5' CCA CGC CG 3' 

25 

Les conditions de ligation utilisees sont les suivantes: 
pour 100 ug d'oligonuclfeotide GT : lOOjig oligonucleotide 
complementaire 

0,25 M MES, pH 7,4 
30 20 mM M0CI2 

0,2 M CnBr 
Volume reactionnel: 500 }il 

Incubation a 4°c pendant 30 minutes. La reaction est arretee 
par addition de 1/10 de volume d' acetate de sodium 3M, et 
35 2,5 volumes d'ethanol absolu, les oligonucleotides 
precipites et purifies sur gel de polyacrylamide denaturant. 
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TnfftPt^on rifrg eftHulBs en presence QU en abspnrp 

ri'nligonuclftplHftes ant* sens' 

Les cellules (cellules Vero ATCC -passage 121- cultivees en 
milieu (Gibco) MEM compl6ment6 de 5 ou 10% de SVF, de L- 
5 glutamine, d'acides amines non essentiels et de p6ni- 
strepto) sont repiqu6es la veille de 1' infection k une 
densite de 5.10 4 cellules par puits de 2 cm 2 . 16 k 24 heures 
apres,les cellules sont infect£es avec HSV1F k une 
multiplicity d f infection de 3 pfu/cellule en presence ou en 

10 absence d' oligonucleotides. 

Les oligonucleotides sont dilues dans du milieu de culture 
sans s6rum en concentration 2X par rapport k la 
concentration finale d6sir6e pour §tre ajoutes srus un 
volume de 50 jil. Le virus est ajoute fegalement sous un 

15 volume de 50 |il r 5 mn aprfes les oligonucleotides. Les 
cellules sont done trait&es sous un volume de lOOjil (50 jil 
oligonucleotides + 50 fil virus) pendant une heure k 37° C 
avec agitation douce toutes les 15 mn. Alternativement, les 
oligonucleotides peuvent etre ajoutes plusieurs heures avant 

20 1' infection. 

Aprfes 1 heure d' incubation, le milieu est aspire et 500 fil 
de milieu complet sont ajoutes sur les cellules. 
L' incubation est poursuivie 24 h avant d'etre arretee par 
congelation des plaques dans 1' azote liquide. 
25 Toutes les mesures d' inhibition sont effectu6es en duplicats 
ou triplicats. 

Titration du virus 

Les virus sont r6cup6r6s directement dans le milieu de 
30 culture apr6s 3 cycles rapides congelation azote 
liguide/decongeiation k 37° C. lis sont ensuite dilues en 
milieu sans serum pour effectuer la titration proprement 
dite. 

Les cellules indicatrices sont repiquees la veille en milieu 
35 complet k raison de 10 5 cellules/puits de 2 cm 2 . 

Le lendemain, le milieu est aspir6 et on d6pose 100 \ll des 
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0 differentes dilutions /puits. Apr£s une incubation d'une 
heure i 37° C avec agitation toutes les 15 mn, le milieu est 
aspire et les cellules sont recouvertes avec du milieu 
complet contenant 1,2% de methyl cellulose (concentration 
finale de s6rum 2,5%) pendant 3 jours k 37°C 
5 Aprfes 3 jours, ie milieu est eiimine, les cellules sont 
fixfees avec du PBS-10% formol (solution 4 37%) pendant 20 mn 
puis colorfees au cristal violet 2% (dans PBS-20% ethanol) 
pendant 20 inn. Les plaques sont ensuite rincfees et les 
plages sont congees par transparence sur le negatoscope. 
10 Les titration sont effectufes en double pour chaque point. 
Les calculs d' inhibitions sont ef features par rapport aux 
titres viraux observes en 1' absence d' oligonucleotide. 

2-B^SJlltatS. 

15 

-Analyse des effets d f oligonucleotides circulaires sur la 
croissance cellulaire 

La figure 9 presente les rfesultats de mesure de croissance 
20 cellulaire (cellules Vero) en presence d' oligonucleotides 
divers, lin6aires ou circulaires, en comparaison avec la 
croissance normale des cellules seules. Dans cette 
experience, les oligonucleotides etaient utilises A une 
concentration de 20fiM. 
25 Les resultats montrent que les courbes de croissance sont 
superposees. Les oligonucleotides lineaires ou circulaires 
ne serablent presenter aucun effet toxiques sur la croissance 
cellulaire. 

30 -Analyse des effets d' oligonucleotides circulaires sur la 
multiplication de HSV-1 

Dans cette experience, on a compare les effets 
d' oligonucleotides antisens GT (dont la sequence est donnee 
35 ci-dessus) sous forme lineaire, ou sous forme circulaire. 
Deux conditions differentes d' inhibition ont ete compares. 
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0 En A, les antisens sont ajout6s au moment de 1 ' infection, 
alors qu'en B, ils sont introduit dans le milieu 4 heures 
avant 1' infection. Les rfesultats pr6sent6s en figure 10 
montrent que des oligonucleotides antisens circulaires 
inhibent la multiplication virale. L # inhibition est de 30% k 

5 2 pM, et atteint 65% k SUM. A ces basses concentrations, les 
oligonucleotides circulaires pr6sentent un effet 
d' inhibition sup6rieur k celui de 1' oligonucleotide 
iin&aire • 

10 sxemple 7 

Prftpri4*t.£g riPg Qljgflaucl&QtidfiS de +yp* n sens y 

1-Obtention des oligonucleotides de type sens 

15 Les conditions expferimentales permettant la ligation 
efficace de 1' oligonucleotide dont la sequence est donn£e 
dans la figure 5-B sont similaires k celles decrites dans 
l'exemple 1. 

Les produits de ligation sont ensuite analyses, par 
20 61ectrophor£se dfenaturante en gel de polyacrylamide de 
12%/7M ur6e. 

Pour la preparation des oligonucleotides sens fermes marques 
servant aux essais de gel de retard, les conditions sont les 
suivantes : 

25 22n moles d' oligonucleotide sont marque en 5' avec du gamma- 
32 ATP (activite sp6cifique 2-5xlO B cpm/pg) , 50mM Tris HC1 
pH7,8, lOmM MgC12, 20mM DTT, lmM ATP, ImM bSA et 400 unites 
de l'ADN ligase de T4 dans un volume de lOp.1. L' incubation 
se fait pendant 2h k 16° C. Les produits de ligation sont 

30 purifies par eiectrophorese d6naturante en gel de 
polyacrylamide de 12%/7M uree, les bandes correspondantes k 
1' oligonucleotide ferm6 sont d6tectees par autoradiographie 
excisees du gel et l'ADN est isol6 par les techniques 
classiques d' extraction de gels de polyacrylamide. 

35 Alternativement, les produits de la reaction de la ligation 
sont utilises sans purification pr6alable, apres 
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0 inactivation de l'ADN ligase par chauffage du milieu de 
ligation pendant 2 minutes k 90° C extraction au 
phenol/cliloroforme/alcool isoamiligue, precipitation a 
l'alcool absolu en presence de 20fig de glycogfene comme 
entraineur et lavage k l'alcool 80% 

5 

2-R§sistance des oligonucleotides de type sens aux nucleases 
sferiques 

Les oligonucleotides ^sens" pr6sentent une resistance k la 
10 degradation nucieolytique lorsqu'ils sont incubes en 
presence de serum. Les comparaisons effectuees entre la 
resistance des oligonucleotides circularises et des 
oligonucleotides bicat6naires linealres donnent les m§mes 
resultats que ceux present6s dans la figure 7-C. Dans tous 
15 les cas, les oligonucleotides fermes presentent une 
resistance sup6rieure k celle des oligonucleotides non 
fermes. Le temps de demie-vie des oligonucleotides sens 
fermes est superieur au mo ins d'un facteur 10 k celui des 
oligonucleotides lineaires bicatenaires non fermes, 
20 presentant des extremit6s 3' et 5' libres. 

3-Mise en evidence de la fixation du facteur de 
transcription HNF-1 par un oligonucleotide circulaire de 
type sens comportant la sequence de reconnaissance sous 
25 forme auto-appariee. 

les experiences suivantes ont ete r6alisees avec les 
oligonucleotides dont la sequence est rappeiee ci-dessous: 

30 HNF-1 NON LIGDE: 

/ / -g-T-G-T-G-G-T-T-A-A-T G-A-T-C-T-A-C-A-G-T-T-A- T -p 
\ 7-C-A-C-A-C-C-A-A-T-T-A— OT-A-G-A-T-G-T-C-A-A-T — f -^S 
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0 HNF1 -CIRCULAIRE (HNFI-C) : 

f 1 -G-T-G-T-G-G-T-T-A-A-T-G-A-T-C-T-A-C-A-G-T-T-A- ' 
N "7-7 -C-A-C-A-C-C-A-A-T-T-A-C-T-A-G-A-T-G-T-C-A-A-T- T 

5 HNFI-LINEAIRE BICATENAIRE (HNFl-LB) : 

-G-T-G-T-G-G-T-T-A-A-T-G-A-T-C-T-A-C-A-G-T-T-A- 
-C-A-C-A-C-C-A-A-T-T-A-C-T-A-G-A-T-G-T-C-A-A-T- 

10 Nous avons compare I'efficacite de fixation du facteur de 
transcription HNF1 (obtenu i partir d'extraits nucl6aires de 
foie) sur des oligonucleotides lineaire double brin, des 
oligonucleotides en 6pingle A cheveux, des oligonucleotides 
circulaires, non ligues ou referm6s par l f action de la 

15 ligase de T4 (la sequence de 1' oligonucleotide circulaire 
utilise est donn6 en figure 5-B) . 

3 f moles de chaque oligonucleotide (activite' specif i que 
7000 cpm/f moles pour 1' oligonucleotide lineaire double brin 
et 3500 cpm/f moles pour les autres oligonucleotides) sont 

20 incubes dans un volume final de 14ja avec Ipg d'un extrait 
protfeique nucieaire de foie dans lOmM Hepes pH 7,9, 50mM 
KC1, 10% glycerol, 0,lmM EDIA, 0,5mM DTT, 0,5 mM PMSF, 6 oM 
MgC12, 6mM spermine en presence de 1,5 fig de poly dl.dC-poly 
dl.dC et 250 ng d'ADN de sperme de saumon sonique comme 

25 conpetiteurs non sp6cifique. Aprfes 10 mn & 4°C, les melanges 
de reaction, ainsi que des contrOles dans lesquels on a omis 
1' addition des proteines, sont deposes sur un gel natif de 
polyacrylamide 6%/0,25 x TBE. A la fin de la migration, le 
gel est fix6 dans une solution 10% acide acetique, 10% 

30 metanol, transfere sur du papier 3 MM, s6che et 
autoradiographies Le r6sultat de cette , experience est 
presente dans la figure 11. 
On observe que; 

1. L'af finite de fixation du facteur de transcription, 
35 pour l f oligonucleotide circulaire ferme est similaire £ la 
fixation observee sur les oligonucleotides lineaire double 
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0 brin ( ou en 6pingle & cheveux, r6sultats non present &s 
id) . De telles structures peuvent done §tre utilisees comme 
agent pour fixer des facteurs de transcription, des trans- 
activateurs, ou tous autres prot&Lnes se fixant sur une 
sequence d'ADN specif ique. 
5 2. La fixation du facteur de transcription HNF1 sur 
1' oligonucleotide circulaire non ligue est de 5 4 10 fois 
inf6rieure A celle observ6e sur 1' oligonucleotide 
circularise par action de la ligase. Le site de ligation 
dans 1 9 oligonucleotide sens est centre dans la portion 
10 bicatenaire et correspond k l'axe du pseudopalindrome qui 
constitue le site de fixation du dimer de HNF1. La presence 
d'un ^nick" destabilise done la liaison ADN/proteine . Ce 
resultat confirme la nature fermee de 1' oligonucleotide 
circulaire ^sens" traite par la ligase de T4. 

15 



20 



25 



30 
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REVENDICATIONS 

1. Agent antisens ou sens du type oligonucleotide, 
caracterisfe en ce qu'il est constitue d'une ou plusieurs 
5 sequence (s) d' oligonucleotides monocatenaires, dont les 
extr6mit6s sont relives entre elles par des liens covalents 
pour former au moins partiellement une structure 
monocatenaire fennte. 

10 2. Agent antisens ou sens selon la revendication 1, 
caractferisfe en ce qu'il est constitu6 d'une sequence 
oligonucieotidique monocatenaire dont les extr6mit6s 5' et 
3' sont relives par une structure covalent • non 
nucieotidique. 

15 

3. Agent antisens ou sens selon la revendication 1, 
caract6ris6 en ce qu'il est constitue d'une sequence 
oligonucieotidique monocatenaire dont les extremit6s 5' et 
3' sont relives entre elles par une liaison nucieotidique . 

20 

4. Agent antisens ou sens selon 1'une des revendications 1 & 

3, caract6rise en ce que les sequences d' oligonucleotides ne 
comport ent aucune extr6mit6 5' ou 3' libre. 

25 5, Agent antisens ou sens selon l'une des revendications 1 A 

4, caract6ris6 en ce que la ou les sequence (s) 
nucieotidique (s) du compost ne comportent pas de fragments 
susceptibles de s'auto-apparier. 

30 6. Agent antisens ou sens selon l'une des revendications 1 & 

5, caract6ris6 en ce que les sequences' nucieotidiques du 
compose comportent des fragments susceptibles de s'apparier 
pour former des auto-appariements bicatenaires . 

35 7. Agent antisens ou sens selon la revendication 6, 
caracterise en ce que les fragments susceptibles de 
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0 s'apparier peuvent etre separes par des fragments ne pouvant 
pas s'apparier. 

8. Agent antisens ou sens selon l'une des revendications 1 a 
7, caracterise en ce que la ou les sequence (s) 

5 d' oligonucleotides peuvent comporter des nucleotides en 
serie desoxyribo- ou en serie ribo- naturelle ou non 
naturelle. 

9. Agent antisens ou sens selon l'une des revendications 1 a 
10 8, caracterise en ce que un compos ant ayant une activite 

biologique est greffe sur la structure monocatenaire fermee. 

10. Agent antisens ou sens selon la revendication 9, 
caracterise en ce que ledit composant est greffe sur la 

15 structure covalente non nucleotidique. 

11. Agent antisens ou sens selon l'une des revendications 1 
a 10, caracterise en ce que la structure covalente non 
nucleotidique est une structure peptidique. 

20 

12. Agent antisens ou sens selon l'une des revendications 1 
a 11, caracterise en ce que la structure covalente non 
nucleotidique est une structure au moins partiellement 
lipidique. 

25 

13. Agent antisens ou sens selon l'une des revendications l 
a 12, caracterise en ce que la sequence d' oligonucleotides 
est uniquement en serie desoxyribo- ou en serie ribo- 
naturelle ou non naturelle. 

30 

14. Agent antisens ou sens selon l'une des revendications 1 
a 13, caracterise en ce que au moins une sequence 
d' oligonucleotides est la sequence complementaire d'une 
region d'un ARN messager ou d'un fragment d'ADN naturel. 

35 

15. Agent antisens ou sens selon l'une des revendications 1 
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U' 14 caract6ris6 en ce que au moins une sequence 
d' oligonucleotides correspond k une sequence reconnue 
specif iquement par une proteine naturelle. 

16. Agent antisens ou sens selon l'une des revendications 1 
5 k 15, caracterise en ce que il comporte une partie 

polyribonucieotidique capable d'exercer une activity de 
clivage en trans sur un ARN. 

17. Agent antisens ou sens selon l'une des revendications 1 
10 k 16, caracterise en ce que les sequences nuc!6otidiques lui 

permettent d f adapter une structure bicatenaire, faisant 
intervenir des appariements anti-paralleles et/ou paralieies 
dans une conformation de type Moebius. 

15 18. Agent antisens ou sens selon l'une des revendications 1 
a 17 f caract6ris6 en ce que les sequences d' oligonucleotides - 
comportent entre 10 et 200 nucleotides. 

19. Agent antisens ou sens selon la revendication 16, 
20 caracterise en ce que les sequences d' oligonucleotides 

comportent entre 10 et 100 nucleotides. 

20. Proc6d6 de preparation d'un agent f selon l'une des 
revendications 1 k 18, caract6rise en ce que l'on a effectue 

25 la synthfese chimique partielle ou totale de la chalne 
nionocatenaire du compose avant de le cycliser. 

21. Procede selon la revendication 20, caracterise en ce que 
la sequence d' oligonucleotides est obtenue par une methode 

30 biochimique. 

22. Application d'un agent selon l'une des revendications 1 
k 19, k tit re th6rapeutigue. 

35 23. Application d'un agent selon la revendication 22, 
caract6risee en ce que 1' agent est utilise k titre d' agent 
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0 anti-viral ou anti-canc6reux. 

24. Application selon la revendication 23 caract6ris£e en ce 
que 1' agent est utilise comme inducteur d r immuno-modulateurs 
naturels . 

5 

25. Application selon la revendication 24 caxact£ris6e en ce 
que l r agent est utilise comme inducteur d f interferons . 

26. Application d'un agent selon l'une des revendications 1 
10 k 19 a titre d' agent de diagnostic in vitro ou in vivo. 

27. Application d'un agent selon la revendication 26, 
caract6ris6e en ce que 1' agent est marqud. 

15 28. Application d f un agent selon l'une des revendications 1 
& 19/ en cosmfetique. 

29. Composition pharmaceutique caract6ris6e en ce que elle 
conrporte k titre de principe actif au moins un agent selon 

20 l'une des revendications 1 k 19. 

30. Conposition selon la revendication 29, caract£ris£e en 
ce que la composition pharmaceutique est sous une forme 
administrable par voie topique exteme. 

25 

31. Composition selon la revendication 30, caract£risee en 
ce que 1' agent est utilise comme un agent anti-viral. 
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FIGURE 3. 
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FIGURE 4.C. 
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FIGURE 5-B. 
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